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ВВЕДЕНИЕ

Согласно статистическим данным, травма-
тическое повреждение бедренной кости в ре-
зультате дорожно-транспортных происшествий 
составляет до 10%, что в абсолютных значениях 
составляет от 1 до 3 млн. человек [1]. Уже в пер-
вые минуты после травмы происходит включение 

системного ответа организма, ведущим звеном 
в котором играют ней ро-им му ноэндо крин ные 
механизмы реагирования [2]. Эффективность 
хирургического лечения, сроки репарации кост-
ной ткани во многом зависят от реализации са-
ногенетических процессов как в самой костной 
ткани, так и в виде функциональной интеграции 
с другими системами организма. Далеко не по-
следнюю роль в процессах репарации костной 
ткани играют процессы резорбции и остеогене-
за, обеспечиваемые в том числе и секреторными 
продуктами иммунных клеток и их количествен-
ным соотношением [3].

В настоящее время при лечении травматиче-
ских повреждений опорно-двигательного аппа-
рата наряду с хирургическими методами лече-
ния, активно применяются методы эфферентной 
терапии, в этом плане перспективно примене-
ние озонотерапии, поскольку механизм тера-
певтического действия озона многогранен [4]. 
Поступление озона в организм приводит к уме-
ренному окислительному стрессу, прежде всего, 
за счет взаимодействия с полиненасыщенными 
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жирными кислотами и водой, генерации ак-
тивных метаболитов кислорода, проявляя свои 
бактерицидные, антиоксидантные свойства. Из-
вестны и иммуномодулирующие свойства озона 
и его метаболитов, с успехом применяемые для 
лечения различной хронической хирургической 
патологии.

Цель исследования заключалась в сравнитель-
ной оценке показателей апоптоза и пролифера-
ции при изолированном переломе бедренной 
кости в условиях системной озонотерапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании принимали участие 20 па-
циентов мужского пола с изолированным пере-
ломом бедренной кости, средний возраст 43,5 ± 
5,4 года, находящихся на лечении в отделении 
травматологии и ортопедии № 2 ГБУЗ Челя-
бинская областная клиническая больница. Всем 
пациентам до начала хирургического лечения 
на 5–7 сутки после травмы производился за-
бор венозной крови для иммунологического 
обследования, натощак (вторая группа, n=20). 
Со вторых суток после оперативного лечения 
пациенты получали озонотерапию в виде про-
цедуры малой аутогемотерапии (МАГТ) на озо-
нотерапевтической автоматической установке 
с деструктором озона УОТА-60-01 «Медозон» 
производства ООО «Медозон», Москва. Кон-
центрация озона в озонокислородной смеси со-
ставляла 20 мг/л, в объеме 10 мл. Объем венозной 
крови составлял 10 мл. Вводили внутримышеч-
но, в ягодичную или бедренную область. Курс 
7–9 инъекций через день. Сразу после оконча-
ния курса МАГТ производили контрольный за-
бор венозной крови для иммунологического те-
стирования (третья группа, n=20). Контрольную 
группу составили 30 условно здоровых мужчин, 
средний возраст 48,5 ± 5,2 года (первая группа). 
Иммунологическое исследование крови прово-
дили на проточном цитофлюориметре Becton 
Dickinson FACSCanto 10. Непосредственно для 
окрашивания нами были использованы двухпа-
раметрические реагенты линии IOTest. Окра-
шивание моноклональными антителами прово-
дили в цельной крови. По окончании инкубации 
проводили лизис эритроцитов и фиксацию лей-
коцитов с использованием лизирующего ком-
плекта реагентов Immuno-Prep™ Полученные 
данные анализировали в рамках программы 
CellQuest.

Статистическую обработку данных проводи-
ли при помощи пакета программы Statistica 10.0. 

Используя критерий Манна-Уитни, различия 
считали достоверными при р<0,05. [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные нами данные, параметров апоп-
тоза и пролиферации лимфоцитов при изолиро-
ванном переломе бедренной кости, в условиях 
системной озонотерапии, представленные в Та-
блице 1, показывают, что в ответ на травму проис-
ходит абсолютное и относительное повышение 
экспрессии рецепторов готовности к реализации 
апоптоза на Т-лим фо ци тах и абсолютного числа 
общей популяции лимфоцитов с цитометриче-
скими признаками апоптоза, регистрируемыми 
по выраженности гиподиплоидного пика в срав-
нении с контрольной группой. После курса озо-
нотерапии показатели апоптоза лимфоцитов не 
претерпевали значительных изменений, в срав-
нении с показателями второй группы. Извест-
но, что при активации клеток CD95+ в большей 
степени экспрессируется на CD4+-по зи тив ных 
клетках, и, взаимодействуя с FasL в виде мем-
браноассоциированного или растворимого бел-
ка Fas/CD95+, становится основным механиз-
мом апоптотической гибели клеток-мишеней 
при ин фек ци он но-вос па ли тель ных процессах 
в организме. При этом лимфоциты, находящие-
ся в состоянии пролиферации (фаза митоза) во 
всех группах не имели достоверных различий, 
однако, индекс соотношения пролиферации/
апоптоза в контрольной группе был значимо 
более высоким. Пролиферация как проявление 
активации иммунных клеток носит «позитив-
ный» характер, при этом численность клеток, 
находящихся в фазе пролиферации (S+G2+M), 
на фоне применения озонотерапии существен-
но не отличается от показателей контрольной 
группы и до лечения.

Для оценки вклада антиапоптогенного белка 
Bcl-2 в механизмы выживаемости лимфоцитов 
при переломе бедра и в условиях применения 
озонотерапии нами проведено цитометриче-
ское определение экспрессии ингибитора апоп-
тоза bcl-2 на Т- и В-лим фо ци тах. Установлено, 
что при травме бедра экспрессия bcl-2 на Т- 
и В-лим фо ци тах снижена и достигает уровня 
контрольной группы, после применения озо-
нотерапии, что свидетельствует о позитивном 
влиянии озона на механизмы выживаемости 
иммунных клеток, вне зависимости от их фе-
нотипа. Известно, что bcl-2 функционирует 
как антиапоптогенный фактор, связывающий 
и инактивирующий проапоптотический белок 
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Вах с формированием комплекса с фактором 
апоптоза APAF1, предотвращая способность по-
следнего активировать кас па за-за ви си мый путь 
апоптоза. Примечательно, что при развитии 
В-кле ток bcl-2 экспрессируется на всех стадиях 
развития клетки и повышение его экспрессии 
после применения озонотерапии, можно рас-
ценить как один из механизмов, позволяющих 
регулировать и проводить отбор только эффек-
тивных В-лим фо ци тов, способных наработать 
достаточный уровень противоинфекционных 
антител в ответ на травму.

ВЫВОДЫ

1. Изолированный перелом бедренной кости 
сопровождается абсолютным и относительным 
повышением числа клеток с экспрессией ре-
цепторов готовности к реализации апоптоза на 
Т-лимфоцитах и лимфоцитов с цитометриче-
скими признаками апоптоза.

2. Применение озонотерапии в комплексном 
лечении переломов бедренной кости позволя-

ет нормализовать уровень антиапоптогенного 
фактора bcl-2 на Т- и В-лимфоцитах снижена 
до значений контрольной группы.

3. Показатели пролиферации как проявления 
активации иммунных клеток, на фоне приме-
нения озонотерапии не имеют различий с пока-
зателями контрольной группы и до лечения, за 
исключением индекса соотношения пролифера-
ции/апоптоза
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ment of cases with favorable outcomes of road traffi  c 
injuries at the hospital stage. Modern problems of sci-
ence and education. 2012, 1. [An electronic resource] 
(URL: http://www.science-education.ru/ru/article/
view?id=5513].

Таблица 1. Показатели апоптоза и пролиферации лимфоцитов в условиях применения озонотерапии

Параметры Группа 1 
Контрольная 

n=10

Группа 2 
Пациенты 

с переломом бедра 
до лечения n=20

Группа 3 
Пациенты 

после озонотерапии 
n=20

р

Апоптоз 
(гиподиплоидный пик)

% 4,65 ± 0,41 6,83 ± 0,18 7,23 ± 0,12

abs 0,02 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,13 ± 0,01 <0,01 1–2 
<0,01 1–3

Фаза митоза (пролиферация) 
(S+G2+M)

% 4,13 ± 1,15 3,14 ± 1,4 3,28 ± 1,23
abs 0,16 ± 0,01 0,14 ± 0,03 0,13 ± 0,01

Индекс пролиферации/апоптоза 6,8 ± 0,1 1,2 ± 0,02 1,62 ± 0,03 <0,01 1–2 
<0,01 1–3

СD3+СD95+ лимфоциты,% 15,2 ±1,46 28,3 ± 4,15 36,2 ± 6,2 <0,01 1–2 
<0,01 1–3

СD3+СD95+ лимфоциты, х 106 218,3 ± 11,8 680,1 ± 21,7 870,1 ± 20,1 <0,01 1–2 
<0,01 1–3

СD20+СD95+ лимфоциты,% 8,2 ± 0,23 8,8 ± 0,3 8,9 ± 0,1
СD20+СD95+ лимфоциты, х 106 abs 19,2 ± 1,2 20,5 ± 1,3 21,3 ±1,6
СD3+bcl-2 лимфоциты,% 0,46 ± 0,2 0,35 ± 0,8 0,45 ± 0,1

СD3+bcl-2 лимфоциты, х 106 12,3 ± 0,3 8,0 ± 0,4 10,1 ± 0,1 <0,01 1–2 
<0,01 2–3

СD20+bcl-2 лимфоциты,% 4,26 ± 0,6 1,25 ± 0,5 5,53 ± 1,7 <0,01 1–2 
<0,01 2–3

СD20+bcl-2 лимфоциты, х 106 4,9 ± 0,03 2,1 ± 0,02 7,2 ± 0,1 <0,01 1–2 
<0,01 2–3

Примечание: р –  показатель значимости различий между группами по критерию Манна-Уитни
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The cytometric parameters of apoptosis and proliferation were studied in 20 men with an isolated 
fracture of the femur under the conditions of using systemic ozone therapy. It is shown that in case of 
a fracture of the femur, there is an increase in the absolute and relative number of T-lymphocytes with 
the expression of receptor readiness for apoptosis and the level of lymphocytes with cytometric signs of 
apoptosis (hypodiploid peak). The use of ozone therapy has a positive eff ect on the mechanisms of sur-
vival of immune cells, regardless of their phenotype, by increasing the expression of bcl-2 to the values of 
the control group, which can be regarded as one of the mechanisms that allow to regulate and carry out 
the selection of eff ective B-lymphocytes capable of accumulating a suffi  cient anti-infective antibodies in 
response to injury.
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ВВЕДЕНИЕ

Предприятия горнорудной промышленности 
занимают одно из ведущих мест в экономике 
страны, продолжают характеризоваться наибо-
лее вредными и опасными условиями труда. На 
этапе технического перевооружения предприя-
тий подземной и открытой добычи руд за счёт 
привлечения мощной, высокопроизводитель-
ной горной техники увеличивается производи-
тельность труда, снижается численность рабо-
тающих [1]. Профессиональная заболеваемость 
горнорабочих является важнейшей медицин-
ской, социальной и экономической проблемой, 
поскольку около 40% работающих в этой отрас-
ли промышленности продолжают трудиться во 

вредных условиях. Даже при непродолжитель-
ном воздействии профессиональных факторов 
возникают отклонения в деятельности функ-
циональных систем организма – переход от 
приспособительных реакций к патологическим 
процессам. Более длительное воздействие пре-
вышает риск развития профессиональных забо-
леваний и инвалидизации рабочих [2]. К фак-
торам риска возникновения профзаболеваний 
у горнорабочих относится специфика и органи-
зация труда в шахтах, определяющие последо-
вательность различных трудоемких операций, 
темп выполнения работ при чрезмерной физи-
ческой нагрузке, вынужденное положение тела, 
выполнение вспомогательных операций вруч-
ную, монотонные однообразные движения [3]. 
Более 85% случаев заболеваний приходится на 
четыре вида болезней: пылевые заболевания ор-
ганов дыхания (30%), кохлеарные невриты (8%), 
болезни опорно-двигательного аппарата (19%), 
вибрационная болезнь (28%). Среди прочих ви-
дов болезней зарегистрированы заболевания, 
связанные с токсическими воздействиями раз-

ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ СИСТЕМЫ КЛЕТОЧНОГО 
ИММУНИТЕТА У РАБОТНИКОВ ПРЕДПРИЯТИЯ ПО 
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Иммунологическое исследование особенностей нарушения клеточного звена иммунитета у ра-
ботников предприятия по добыче хромовых руд выявило избыточную продукцию супрессорных 
Т-регуляторных клеток CD4+CD127–, апоптического белка Bax, наблюдалось повышение показа-
теля специфической сенсибилизации IgE к хрому по отношению к группе сравнения, ассоцииро-
ванное с повышенным содержанием хрома в крови (более чем в 5 раз по отношению к референт-
ному уровню). Установлено достоверное снижение показателей CD-иммунограммы: CD3+CD25+, 
СD3+СD95+, снижение экспрессии внутриклеточного белкового фактора Bcl-2, транскрипцион-
ного фактора, регулирующего клеточный цикл –  p53, рецептора к фактору некроза опухоли TNFR 
по сравнению с значениями показателей работающих в условиях вне воздействия исследуемых 
производственных факторов (p<0,05). Таким образом, условия производства, ассоциированные 
с нагрузкой гаптенами (хром), формируют дисбаланс клеточной регуляции, нарушая программи-
рованную процедуру клеточной гибели (апоптоза).
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личных химических веществ (2,9%), аллергиче-
ские заболевания и нарушения иммунной си-
стемы (1,1%) [4–6]. Иммунная система, являясь 
одной из важнейших гомеостатических систем, 
занимает центральное место в выработке адап-
тационной реакции на воздействие факторов 
окружающей среды. Результатом взаимодей-
ствия производственных факторов с иммунной 
системой может проявляться в снижение функ-
ции иммунитета, вызывать вторичные иммуно-
дефицитные состояния по Т- и В-типу и сме-
шанного характера. [7]. Хром является высоко 
канцерогенным металлом и токсические про-
цессы, развивающиеся в результате его действия 
на организм могут проявляться в виде ухудше-
ния основных показателей иммунологической 
реактивности и увеличения общей заболевае-
мости населения, включая рост злокачествен-
ных новообразований [8]. В настоящее время 
весьма актуальной проблемой является оценка 
влияния на состояние здоровья и, в частности, 
на иммунный статус человека воздействия вред-
ных производственных факторов.

Целью данного исследования является оцен-
ка показателей клеточного иммунитета у работ-
ников, занятых на выполнении подземных гор-
ных работ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлись работники 
(n=50) предприятия по подземной добыче хро-
мовой руды (группа наблюдения). Основными 
производственными факторами, воздействую-
щими, на работников являются шум, вибрация, 
тяжесть трудового процесса, охлаждающий ми-
кроклимат, а также пыль и химические веще-
ства (хром), присутствующие в воздухе рабочей 
зоны. Группу сравнения составили работники 
(n=35), работающие в условиях вне воздействия 
исследуемых производственных факторов –  ру-
ководители и специалисты административно-
управленческого персонала предприятия.

Изучение иммунного статуса рабочих вклю-
чало анализ общего содержания лейкоцитов, 
а также относительного и абсолютного содержа-
ния лимфоцитов стандартными методами лабо-
раторного анализа. Определение относительного 
и абсолютного количества субпопуляций лим-
фоцитов осуществляли по экспрессии соответ-
ствующих мембранных маркеров (Т-ре гу ля тор-
ные лимфоциты (Treg) –  СD127–, CD16+CD56+, 
активированные T-лим фо ци ты – CD3+CD25+, 
активированные T-лим фо ци ты – CD3+CD95+) 

(«Becton Dickinson», США), а также клеток, экс-
прессирующих маркеры апоптоза: факторы р53, 
Вcl-2, Bax, рецептор к TNFα (TNFRI+) («Becton 
Dickinson», США), осуществляли на проточном 
цитометре FACSCalibur фирмы «Becton Dicki-
nson» с использованием универсальной про-
граммы CellQuestPrO с использованием метода 
мембранной иммунофлюоресценции и панели 
меченых моноклональных антител, при этом 
регистрировали суммарно не менее 10 000 со-
бытий.

Специфические антитела к поллютанту хрому 
определяли методом аллергосорбентного тести-
рования с ферментной меткой (IgE к хрому).

Полученные данные обрабатывали методом 
вариационной статистики, рассчитывая сред-
нее арифметическое и его стандартную ошибку 
(М±m) и t-критерий Стьюдента для сравнения 
групп по количественным признакам в пакете 
статистического анализа Statistica 6.0 (StatSoft, 
США). Различия между группами считали до-
стоверными при р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследование биосред показало, что у обсле-
дуемой группы наблюдения повышено более чем 
в 5 раз содержание хрома в крови в сравнении 
с референтным уровнем (р<0.05). Содержание 
хрома в моче основной группы превышало рефе-
рентый уровень в 1.5 раз у 61% рабочих (р<0.05).

При изучении иммунного статуса установле-
ны нарушения клеточного иммунитета рабочих 
группы наблюдения, которые заключались в до-
стоверных отклонениях показателей CD-им му-
но граммы в сравнении с референтными значе-
ниями, а именно – повышение относительного 
и абсолютного содержания супрессоров иммун-
ного ответа – СD127– у 86% и 68% работаю-
щих соответственно, повышением содержания 
TNFR рецептора у 69% обследуемых.

Иммунологический анализ показал, что у ра-
ботающих в условиях вредных производствен-
ных факторов достоверно повышены значения 
относительного и абсолютного содержания NK-
кле ток – CD16+ - лимфоцитов по отношению 
к значениям, полученных в группе сравнения 
в 1.5 и 1.7 раз соответственно (р<0.05).

Наблюдается угнетение содержания CD25+ 
как по сравнению с нормой, так и группой срав-
нения. Установлено, что у 78% обследуемых до-
стоверно сниженно в сравнении с референтным 
уровнем содержание активированных Т-лим-
фоцитов, экспрессирующих молекулу CD95+.
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Продемонстрировано, что у работающих 
в условиях производства хромовой руды досто-
верно (р<0.05) понижен уровень экспрессии p53, 
понижен уровень Bcl-2 относительно группы 
сравнения в 1.8 и 4.7 раз соответственно. У 63% 
обследованных наблюдается экспрессия внутри-
клеточного маркера Bax (p<0.05) (Tаблица 1).

Наблюдается изменение гуморального звена 
иммунитета, который характеризуется повыше-
нием показателя специфической сенсибилиза-
ции IgE к хрому почти в 3 раза.

ОБСУЖДЕНИЕ

Достоверные изменения иммунологических 
показателей CD-иммунограммы и функции про-
граммированной клеточной гибели с одновре-
менной активацией процессов сенсибилизации, 
ассоциируются с известными токсикологически-
ми эффектами соединений хрома (аллергизация, 
онкогенез) и формируют особенности иммуно-
логического статуса работающих на предпри-
ятии по добыче и переработке хромовых руд, 
которые характеризуются активацией супрес-
сорных Т-клеточных рецепторов СD16+СD56+, 
CD127–, апоптического белка Bax, повышением 
показателя специфической сенсибилизации IgE 
к хрому, а также снижением показателей CD-

им му нограммы: CD3+CD25+, СD3+СD95+, экс-
прессии белков bcl-2 и p53 и рецептора к факто-
ру некроза опухоли TNFR.

ВЫВОДЫ

Иммунологическое исследование работни-
ков на предприятия по подземной добыче хро-
мовой руды выявило нарушения клеточного 
звена иммунитета, выражающиеся в активации 
рецепторов СD16+СD56+, CD127–, белка Bax, 
в снижении CD3+CD25+, СD3+СD95+, белково-
го фактора Bcl-2, транскрипционного фактора 
p53, рецептора TNFR по сравнению с работаю-
щими в условиях вне воздействия исследуемых 
производственных факторов предприятия. На-
блюдалось повышение показателя специфиче-
ской сенсибилизации IgE к поллютанту (хрому) 
по отношению к группе сравнения, которое 
ассоциированно с повышенным содержанием 
данного метала в крови.
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Таблица 1. Результаты сравнительного анализа показателей клеточного иммунитета работающих в условиях воз-
действия вредных производственных факторов предприятия по добыче и переработке хромовой руды

Показатель Референтный 
интервал

Группа наблюдения 
(n=50) M±m

Группа сравнения 
(n=35) M±m

TNFR,% 1–1.5 3.202±0.777* 3.540±1.343

p53,% 1.2–1.8 1.849±0.457** 3.408±0.879

Bax,% 5–9 10.125±1.311** 5.567±1.534

Bcl-2,% 1–1.5 0.833±0.233** 3.918±1.113

Treg (CD4+CD25+CD127–), отн.,% 0.8–1.2 2.865±0.661* 2.746±0.712

Treg (CD4+CD25+CD127–) абс., 109/дм3 0.015–0.04 0.074±0.026* 0.059±0.018

NK (CD3–CD16+CD56+),% 5–27 16.800±2.277** 11.360±2.691

NK (CD3–CD16+CD56+), абс., 109/дм3 0.09–0.59 0.400±0.069** 0.229±0.055

Активированные Т-лимфоциты 
(CD3+CD25+),% 13–24 5.833±0.809*/** 13.000±1.951

Активированные Т-лимфоциты 
(CD3+CD25+), абс., 109/дм3 0.19–0.56 0.137±0.022*/** 0.274±0.051

Активированные Т-лимфоциты 
(CD3+CD95+),% 39–49 24.233±3.228*/** 33.800±3.713

Примечание: * –  разница достоверна относительно референтного интервала (р<0.05). ** –  разница достоверна относи-
тельно группы сравнения (р<0.05).
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Immunological study of the violation of cellular component of immune system in workers employed 
in chrome ore mining revealed excessive production of suppressor T-regulatory cells CD4+CD127–, 
apoptotic Bax protein. What is more, there was an increase in the rate of specifi c sensitization of IgE to 
chrome in relation to the comparison group associated with elevated chrome level in the blood (more 
than 5 times in relation to the reference level). A signifi cant decrease in CD-immunogram parameters 
was found: CD3+CD25+, CD3+CD95+. Besides, there was reduction in expression of intracellular pro-
tein factor Bcl-2, transcription factor regulating the cell cycle –  p53, receptor for tumor necrosis factor 
TNFR compared with the values of employees working outside the infl uence of the studied industrial 
factors (p<0.05). Thus, the production conditions associated with hapten load (chrome) create an imbal-
ance of cellular regulation, disrupting the programmed procedure of cell death (apoptosis).
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Исследовали пробы костного мозга и периферической крови больного Л., 38 лет, проходив-
шего программное химиотерапевтическое лечение в Свердловском областном онкогематоло-
гическом центре, а впоследствии –  сдерживающее химиотерапевтическое и симптоматическое 
лечение под контролем онколога на базе медицинской организации по месту жительства. При 
иммуногистохимическом исследовании трепанобиоптата подвздошной кости определялся диф-
фузный инфильтрат из мононуклеаров среднего и мелкого размеров с чертами бластов, со свет-
лым ядром несколько неправильной формы с одним или несколькими ядрышками, коэкспресси-
рующих в ядре и цитоплазме MPO и CD34, слабо и неравномерно CD117, в части клеток –  CD68. 
Цитохимические реакции на липиды были положительны в 29,0% бластов, мелкогранулярный 
гликоген на диффузном фоне определялся в 81,0% бластных клеток. Иммунофенотипически 
бластные клетки характеризовались экспрессией CD45, CD13, CD33, CD34, CD38, CD117, MPO-
cyt. При цитогенетическом исследовании (G-banding) определялся аберрантный кариотип 47, 
XY, +13. Методом прямого секвенирования определялись несинонимичные трансверсии с. 182 
A>C в протоонкогене NRAS и с. 215 С>G в антионкогене ТР53. Опухоль была резистентна к про-
граммной полихимиотерапии, при этом кариотип ОМЛ изменялся со временем за счет появления 
дополнительных аберрантных клонов, несущих новые структурные и количественные хромосом-
ные аномалии. Количество функционально значимых мутаций в гене NRAS также увеличилось: 
наряду с определявшейся в дебюте заболевания трансверсией с. 182 A>C, на 40 месяце наблюде-
ния была выявлена дополнительная замена –  c. 35 G>С. Иммунофенотипические характеристи-
ки бластных клеток при этом не изменялись. Общая продолжительность наблюдения и лечения 
больного составила 42 месяца.

Ключевые слова: острый миелобластный лейкоз, иммунофенотип, цитогенетика, прямое ав-
томатическое секвенирование
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ВВЕДЕНИЕ

Диагностика и лечение острых миелоидных 
лейкозов (ОМЛ), резистентных к программной 
полихимиотерапии, являются одной из акту-
альных задач современной онкогематологии. 
Общеизвестной стратегией, направленной на 
преодоление резистентности ОМЛ, является 
интенсификация химиотерапии с последующей 
аллогенной трансплантацией костного мозга 
в первой ремиссии. Это неизбежно сопровожда-
ется селекцией больных, имеющих медицинские 
противопоказания, в т. ч. относительные, к тако-
му лечению. Стратегии ведения больных ОМЛ 
вне ремиссии (например, в рамках оказания пал-
лиативной помощи) систематически не прорабо-
таны, за исключением некоторых клинических 
исследований таргетных биофармацевтических 
препаратов, эффективность которых, как прави-
ло, недостаточна и ограничена продлением жиз-
ни пациентов на 12–18 месяцев [1–3].

Цель работы –  выполнить анализ случая им-
мунологической диагностики и длительного 
сдерживающего лечения больного ОМЛ моло-
дого возраста, резистентного к программной 
полихимиотерапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали пробы костного мозга и пери-
ферической крови больного Л., 38 лет, прохо-
дившего программное химиотерапевтическое 
лечение в Свердловском областном онкогема-
тологическом центре, а впоследствии – сдер-
живающее химиотерапевтическое и симптома-
тическое лечение у районного онколога на базе 
медицинской организации по месту жительства. 
Общая продолжительность наблюдения соста-
вила 42 месяца. Диагностику ОМЛ осуществля-
ли на основании клинической картины, цито-
логического анализа крови и костного мозга, 
цитохимического и иммунофенотипического 
исследования [1, 2]. Также выполнены иммуно-
гистохимическое исследование трепанобиопта-
та подвздошной кости, цитогенетическое иссле-
дование (G-banding) и детекция генных мутаций 
в кодирующих последовательностях экзонов 
18–26 гена DNMT3A, 12–15 и 19–21 гена FLT3, 
7–12 и 16–19 гена KIT, 1–4 гена KRAS, 9–12 
гена NPM1, 1–4 гена NRAS, 4–11 гена ТР53, 
6–9 гена WT1 методом прямого автоматического 
секвенирования. Праймеры, использовавшиеся 
для детекции мутаций в указанных генах, техно-
логии выделения РНК и секвенирования кДНК 
описаны нами ранее [4–8].

РЕЗУЛЬТАТЫ

В исследуемом случае заболевание манифе-
стировало с появления лихорадки до 40˚С, пе-
техиальной сыпи на различных участках кожи 
в сочетании с ветряночными папулами и пусту-
лами с геморрагическим пропитыванием (диа-
гностирован дебют ветряной оспы), стоматита, 
гингивита, десневых кровотечений.

В клиническом анализе крови уровень гемогло-
бина составил 69 г/л, лейкоцитов –  76,5×103/ мкл 
(бластемия –  61,0%), тромбоцитов –  12×103/ мкл. 
В гиперклеточном костном мозге (миелока-
риоциты – 120000/мкл) бластные клетки со-
ставляли 47,2%, базофилы – 4,6%. Цитохими-
ческие реакции на липиды были положительны 
в 29,0% бластов, мелкогранулярный гликоген 
на диффузном фоне определялся в 81,0% бласт-
ных клеток. Иммунофенотипически бластные 
клетки характеризовались экспрессией CD45low 
(63%), CD34 (63%), CD13 (62%), cytMPO (47%), 
CD117 (33%), CD33 (30%), CD38 (27%), HLA-
DR (15%). При иммуногистохимическом иссле-
довании определялся диффузный инфильтрат 
из мононуклеаров среднего и мелкого размеров 
с чертами бластов, со светлым ядром несколь-
ко неправильной формы с одной или несколь-
кими ядрышками, коэкспрессирующих в ядре 
и цитоплазме MPO и CD34, слабо и неравно-
мерно CD117, в части клеток – CD68. На осно-
вании данных морфологического исследования 
у больного был диагностирован ОМЛ, вариант 
М2базо по FAB-клас си фи ка ции. При дополни-
тельном инструментальном обследовании выяв-
лена умеренная гепатоспленомегалия, инфаркт 
селезенки, небольшое количество жидкости 
в левом плевральном синусе, в биохимическом 
анализе –  повышенный уровень ЛДГ (1291 Е/л).

При цитогенетическом исследовании опреде-
лялся аберрантный кариотип лейкозных бластов 
47, XY, +13. ПЦР-методом химерные транскрип-
ты BCR-ABL и CBFB2-MYH11 не определялись. 
Методом прямого секвенирования определялась 
криптическая трансверсия с. 182 A>C по второй 
позиции кодона CAA в гене NRAS, приводившая 
к замене аминокислотного остатка глутамина на 
пролин в кодируемом полипептиде (p.  61 Q>P). 
Кроме того, в кодирующей последовательности 
антионкогена ТР53 определялась несинони-
мичная трансверсия с. 215 С>G, являющаяся 
полиморфным аллельным вариантом, не имею-
щим в патогенезе лейкозов [7]. Кодирующие 
последовательности экзонов остальных иссле-
дованных генов полностью соответствовали 
«дикому типу».
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Программное лечение ОМЛ проводилось по 
протоколу ОМЛ 01.10 Российской исследова-
тельской группы по изучению острых лейкозов. 
В течение трех дней пациент получал предфазу 
нарастающими дозами гидроксикарбамида с 1,0 
до 3,0/сут внутрь. В фазе индукции ремиссии 
использовался цитарабин 100 мг/м2 с 1-го по 
7-й день, даунорубицин 60 мг/м2 с 1-го по 3-й 
дни («7+3») [3]. В постцитостатическом периоде 
на +7 сутки диагностирована фебрильная ней-
тропения, по поводу которой пациент получал 
антибиотики широкого спектра действия и про-
тивогрибковые препараты. На +10 сутки после 
окончания курса полихимиотерапии в клини-
ческом анализе крови сохранялась бластемия 
15% при уровне лейкоцитов 2700/мкл, низкий 
уровень гемоглобина (88 г/л) и тромбоцитов 
(7×103/ мкл) на фоне заместительной трансфузи-
онной терапии в полном объеме. Констатирова-
на резистентность лейкозных клеток к первому 
курсу индукции ремиссии. На +21 сутки начат 
второй курс индукции ремиссии по той же схе-
ме («7+3»), однако на +14 сутки после его окон-
чания в аспирате костного мозга сохранялась 
лейкемическая инфильтрация (до 50% бластов), 
в связи с чем материал был повторно направлен 
на иммунофенотипическое, цитогенетическое 
и мо ле ку ляр но-ге не ти чес кие исследования.

После проведенного обследования подтверж-
ден диагноз ОМЛ, М2базо по FAB-клас си фи ка-
ции, резистентный к двум курсам химиотерапии 
по схеме «7+3». При этом кариотип лейкозных 
клеток изменился на 47, XY,+13 / 47, XY, +mar 
(16) / 46, XY, del (5) (p1.3–1.5) / 46, XY (Рисунок 1), 
но трансверсия с. 182 A>C в гене NRAS продол-
жала определяться как в пробах костного мозга, 
так и периферической крови. Для преодоления 
резистентности выполнен курс интенсивной хи-
миотерапии НАМ (цитарабин 11,7/ сут в 1–3 дни, 
митоксантрон 19,5/мг сут в 3–5 дни) [3]. Постци-
тостатический период характеризовался перси-
стирующей панцитопенией и осложнился herpes 
zoster в сроки на +50 сутки после окончания кур-
са. При исследовании аспирата костного мозга 
вновь сохранялась лейкемическая инфильтра-
ция (недифференцированные бласты –  10,4%). 
Констатирована резистентность опухоли к про-
водимому лечению.

В связи с персистирующей панцитопенией 
больному было продолжено паллиативное ле-
чение малыми дозами цитарабина 20 мг 2 раза 
в сутки подкожно, а в дальнейшем он был пере-
веден на таблетированные препараты (6-мер-

каптопурин, гидроксикарбамид), которые по-
лучал амбулаторно под контролем онколога по 
месту жительства в течение трех лет. Осущест-
влялась заместительная трансфузионная тера-
пия в целях коррекции анемии и тромбоцито-
пении. При контрольных осмотрах гематолога 
исследовались аспираты костного мозга. Оказа-
лось, что на 40 месяце лечения аберрантный ка-
риотип лейкемических клеток изменился на 47, 
XY, add(14)(q32), –10, +13, +20 [5] / 47, XY, +13 
[3] / 47, XY, add(14)(q32), +13 [2] / 46, XY, add(14)
(q32), –10, +13 [2]. При этом в гене NRAS, на-
ряду с ранее определявшейся несинонимичной 
трансверсией с. 182 A>C, была выявлена допол-
нительная мутация –  c.35 G>С. Смерть пациен-
та наступила на 42 месяце наблюдения на фоне 
прогрессирования синдрома костномозговой 
недостаточности.

ОБСУЖДЕНИЕ

Диагностика и лечение резистентных к стан-
дартной программной полихимиотерапии форм 
ОМЛ представляет собой достаточно серьез-
ную проблему в клинической онкогематологии. 
С одной стороны, наличие неблагоприятных 
молекулярных и цитогенетических предикто-
ров позволяет прогнозировать низкую эффек-
тивность ответа ОМЛ на лечение цитарабином 
и антрациклинами, с другой, эффективные тар-
гетные препараты для лечения ОМЛ с комплекс-
ными генетическими аномалиями и мутациями 
в гене NRAS не разработаны, а потому в каче-
стве основной лечебной опции используется 
аллогенная трансплантация костного мозга вне 
ремиссии заболевания, хотя ее эффективность 
невысока [9]. При наличии медицинских про-
тивопоказаний к интенсивной химиотерапии 
и трансплантации методом выбора является пал-
лиативная химиотерапия [3].

В описанном наблюдении отмечалось нали-
чие трисомии по хромосоме 13 и несинонимич-
ной замены с. 182 A>C в гене NRAS, являвшихся 
факторами неблагоприятного прогноза ОМЛ, 
в дебюте заболевания. Лейкемические клетки 
были резистентными к трем курсам интенсив-
ной полихимиотерапии. Длительная персисти-
рующая панцитопения и тяжелые инфекцион-
ные осложнения являлись противопоказанием 
для дальнейшей интенсификации лечения. Тем 
не менее, на фоне сдерживающего лечения ма-
лыми дозами цитарабина, 6-меркаптопурином 
и гидроксикарбамидом, удалось стабилизиро-
вать течение заболевания. В результате, общая 
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продолжительность наблюдения пациента вне 
ремиссии составила около 3,5 лет. При этом 
трансверсия с. 182 A>C в гене NRAS определя-
лась в пробах костного мозга и периферической 
крови как в дебюте заболевания, так и на всех 
последующих этапах его наблюдения и лече-
ния. Иммунофенотипические характеристики 
бластных клеток не изменялись. Кариотип лей-
кемических клеток эволюционировал во все пе-
риоды наблюдения резистентного ОМЛ за счет 
появления дополнительных аберрантных кло-
нов, несущих как новые структурные, так и ко-
личественные аномалии хромосом. Кроме того, 
на 40 месяце наблюдения в гене NRAS, наряду 
с ранее определявшейся мутацией с. 182 A>C, 
была выявлена еще одна функционально зна-
чимая замена –  c. 35 G>С, что также являлось 
маркером клональной эволюции резистентного 
ОМЛ в терминальной стадии.

ВЫВОДЫ

1. Мутации в гене NRAS, анеуплоидии и ком-
плексные аберрации хромосом являлись фак-
торами риска развития резистентности ОМЛ 
к программной полихимиотерапии.

2. Кариотип лейкемических клеток эволю-
ционировал при резистентном ОМЛ за счет по-
явления дополнительных аберрантных клонов, 
несущих новые структурные и количественные 
аномалии хромосом.

3. Количество функционально значимых 
мутаций в гене NRAS, определяемых методом 
прямого секвенирования, увеличилось в ходе 
эволюции резистентного ОМЛ: наряду с опре-
делявшейся в дебюте заболевания несинони-
мичной трансверсией с. 182 A>C, на 40 месяце 
наблюдения дополнительно определялась заме-
на c. 35 G>С.
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Aim: to analyze the case of immunological detection and treatment of young male with resistant acute 
myeloid leukemia in Sverdlovsk Regional Hematological Centre. Bone marrow and peripheral blood 
samples obtained from male, aged 38, treated using intensive chemotherapy programs and then obtained 
supportive care and palliative chemotherapy in municipal hospital. Immunohistochemical characteriza-
tion of AML blast cells: medium and small cells with one or several nucleoli, MPO, CD34, CD117, CD68 
positive. In cytochemistry lipids were positive in 29.0% of blasts, glycogen –  81.0%. Immunophenotype of 
blast cells was CD45, CD13, CD33, CD34, CD38, CD117, MPO-cyt (+). Karyotype was 47, XY, +13 and 
changed during AML clonal progression. In case, two non-synonymous substitution were co-existed in 
samples: NRAS gene с. 182 A>C and TP53 gene с. 215 С>G. The number of NRAS gene point mutations 
changed during AML clonal progression (additional c. 35 G>С substitution was found). Immunopheno-
type of blast cells not changed during progression. Overall time of patient observation was 42 week.

Key words: acute myeloid leukemia, immunophenotyping, cytogenetics, direct sequencing
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ВВЕДЕНИЕ

В целом ряде публикаций последнего време-
ни контекстуализируется важность продолже-
ния исследований мужского репродуктивного 

здоровья [4, 5, 7]. Одно из актуальных направле-
ний андрологии связано с патологией предста-
тельной железы, поскольку около трети мужчин 
страдает хроническим простатитом [1, 10]. Важ-
нейшим признаком репродуктивной патологии 
является патоспермия, причиной которой мо-
жет быть инфицирование предстательной же-
лезы. Патогенные бактерии, лейкоциты, цито-
кины и активные формы кислорода выступают 
в качестве пусковых механизмов повреждения 
сперматозоидов [3, 4].

Современные исследования по патогенезу 
простатита фокусируются на иммунологических 
событиях в предстательной железе [7]. Иммун-
ный ответ при простатите начинается с актива-
ции иммунной системы инфекционными или не-
инфекционными стимулами, а воспалительные 
процессы действуют как сенсоры и эффекторы 
этих стимулов. Образующиеся супрамолекуляр-
ные структуры, известные как инфламмасомы, 
активируют каспазу-1, которая обеспечивает ак-
тивацию провоспалительных цитокинов IL-1β 
и IL-18. Ключевая роль в развитии урологиче-
ской патологии принадлежит инфламмасоме 
NLRP3, которая рассматривается как перспек-

СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СПЕРМЕ ПРИ БЕСПЛОДИИ, 
АССОЦИИРОВАННОМ С ХРОНИЧЕСКИМ ПРОСТАТИТОМ
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В работе дана оценка с использованием метода ИФА содержания 16 цитокинов в семенной 
плазме 85 пациентов с хроническим простатитом и сопутствующим бесплодием с целью опреде-
ления их значимости как потенциальных маркеров прогноза и эффективности лечения. Установ-
лено статистически значимое увеличение концентрации IFN-γ и IL-18 на фоне существенного 
уменьшения уровней IL-1β, TGF-β, SDF-1α и IL-7. Наиболее информативным предиктором 
ограничения оплодотворяющей способности сперматозоидов при воспалении предстательной 
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тивная молекулярная мишень терапевтических 
стратегий ограничения гиперпродукции IL-18 
и функционально близких пептидов.

Целью настоящей работы явилось исследо-
вание цитокинового статуса мужчин с проста-
титом и сопутствующим бесплодием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 85 бесплодных пациентов кли-
ник вспомогательных репродуктивных техно-
логий, группу сравнения составили 28 мужчин 
фертильного возраста, имеющих от 1 до 3 здо-
ровых детей. Анализ эякулята проводили в со-
ответствии с протоколом ВОЗ (2010). Образцы 
семенной плазмы отбирали после полного раз-
жижения эякулята и центрифугировали при 300 g 
в течение 20 минут. Все пациенты были инфор-
мированы о цели исследования и согласились на 
обработку образцов спермы. Содержание цито-
кинов, хемокинов и факторов роста находили 
иммуноферментным методом с помощью стан-
дартных тест-систем в соответствии с прилагае-
мыми инструкциями производителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характерными признаками фертильной спер-
мы явились высокие уровни TGF-β, SDF-1α, 
IL-8 и IL-7 (медианы>1000 пг/мл) (Таблица 1). 
Другие цитокины были обнаружены в низкой 
концентрации (медианы<100 пг/мл). При бес-
плодии выявлены статистически значимые раз-
личия в уровнях цитокинов. Так, обнаружено 
существенное увеличение IFN-γ и IL-18. Эти 
цитокины, особенно IFN-γ, в норме присут-
ствуют в эякуляте в очень низких концентраци-
ях. Интерферон-γ как секрет активированных 
Т-кле ток и натуральных киллеров способен 
оказывать токсическое воздействие на функцию 
сперматозоидов. Экспрессия IFN-γ может быть 
индуцирована IL-18, который продуцируется 
макрофагами и является важнейшим медиато-
ром противоопухолевого иммунитета.

Повышенный уровень цитокинов в секрете 
простаты и эякуляте –  частая находка при про-
статите. По данным литературы, предиктором 
воспаления предстательной железы является 
ИЛ-8 (sIL-8) [8]. Имеются свидетельства участия 
sIL-8 в воспалении не только простаты, но и дру-
гих органов мужского полового тракта, в част-
ности, семенных пузырьков и эпидидимиса, но 
не яичек. Другой особенностью цитокинового 
зеркала спермоплазмы обследованных явилось 

снижение уровней IL-1β, TGF-β, SDF-1α и IL-7, 
ключевых регуляторов межклеточных взаимо-
действий и иммунных процессов в репродуктив-
ной системе [3, 10]. Содержание этих биологи-
чески активных соединений, например, IL-1β, 
тесно связано с мужской фертильностью. От-
клонение от оптимального уровня этого и других 
перечисленных цитокинов отражает состояние 
иммунитета и/или наличие инфекции.

ОБСУЖДЕНИЕ

Аномально высокие уровни некоторых ци-
токинов, как спутники персистирующей ин-
фекции в мужских половых путях, могут ини-
циировать процессы перекисного окисления 
и негативно повлиять на оплодотворяющую 
способность сперматозоидов. Изменение со-
держания IL-18, IFN-γ и/или IL-8 в семенной 
плазме может быть чувствительным предикто-
ром инфекции/воспаления в мужском репро-
дуктивном тракте и сигналом к началу противо-
воспалительного лечения [6].

Яички являются иммунопривилегированным 
органом из-за толерантности к секретируемым 

Таблица 1. Содержание некоторых цитокинов в спер-
моплазме обследованных мужчин (пг/мл, M±m)

Показатель Группа
Контроль Простатит

IL-1β 4,27±0,44 1,46±0,34*
IL-2 5,72±0,51 5,23±0,48
IL-4 14,4±0,88 3,5±0,33*
IL-5 59,2±6,0 61,3±8,3
IL-6 7,73±1,18 9,65±1,14
IL-7 1823±181 1220±142*
IL-8 1228±129 1902±225*
IL-10 3,82±0,33 4,29±0,52
IL-11 86,1±7,9 76,1±8,3
IL-13 5,16±0,52 4,2±0,69
IL-17 7,29±0,82 8,32±1,14
IL-18 22,1±3,5 132,7±11,2*
TNFα 1,67±0,21 1,83±0,22
SDF-1α 5917±253 3275±152*
TGF-β 86118±6724 21036±3489*
IFN-γ 1,21±0,32 9,38±0,61*

Примечание: * р<0,05 по сравнению с фертильными доно-
рами.
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во время полового созревания аутоантигенам 
зародышевых клеток. Толерантность яичек де-
терминирована совместным функционирова-
нием комплекса андрогенов, интерлейкинов, 
хемокинов, факторов роста и тестикулярных 
макрофагов. Установленный в настоящем ис-
следовании выраженный дефицит TGF-β, IL-7 
и SDF-1α свидетельствует о нарушении иммун-
ного гомеостаза в гонадах.

В наибольшей степени снижался уровень 
TGF-β, который в норме регулирует функцию 
клеток Лейдига и Сертоли, развитие яичек и га-
метогенез, а в сочетании с TNFα индуцирует 
апоптоз сперматозоидов. Резкое угнетение се-
креции TGF-β при бесплодии на фоне хрони-
ческого простатита указывает на важную роль 
этого цитокина в генезе репродуктивных рас-
стройств и является основанием для более ши-
рокого использования этого теста для прогно-
зирования фертилизационного потенциала.

В последнее время появились сообщения, 
в которых подчеркивается ограниченная цен-
ность рутинного анализа эякулята для вери-
фикации оплодотворяющей способности муж-
чин [5]. Определение концентрации цитокинов 
по-прежнему не является обычной практикой. 
Для ответа на вопрос о будущем новых биомар-
керов, таких как цитокины семенной плазмы, 
требуется выполнение контролируемых про-
спективных исследований с большим количе-
ством пациентов в различных клиниках, ши-
роким спектром анализируемых параметров 
спермы, включая родственные цитокинам сое-
динения, с обязательной оценкой вероятности 
зачатия и исхода беременности [8, 9].

ВЫВОДЫ

1. Установлены значительные изменения 
в микропаттерне цитокинов спермы пациентов 
с хроническим простатитом на фоне бесплодия.

2. Спектр лабораторных исследований при 
этой патологии необходимо дополнить опреде-
лением в сперме IL-1β, IL-18, IL-7, TGF-β1, 
IFN-γ и SDF-1α для уточнения их реальной 

диагностической значимости в клинической 
практике.
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The study assessed using the ELISA method the content of 16 cytokines in seminal plasma of 85 
patients with chronic prostatitis and concomitant infertility in order to determine their signifi cance as 
potential markers of prognosis and treatment effi  cacy. A statistically signifi cant increase in the concen-
tration of IFN-γ and IL-18 was established against the background of a signifi cant decrease in the levels 
of IL-1β, TGF-β, SDF-1α and IL-7. The most informative predictor of the limitation of the fertilizing 
ability of spermatozoa in infl ammation of the prostate gland is the imbalance of IL-18 and TGF-β as key 
regulators of the immune status of the reproductive system.

Key words: infertility, sperm, cytokines, chronic prostatitis
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ВВЕДЕНИЕ

Возрастающая пандемическая распростра-
ненность сахарного диабета в современном 
мире, обусловленная, прежде всего, ростом за-
болеваемости сахарным диабетом второго типа 
(СД 2) [1], диктует необходимость поиска новых 
противодиабетических средств. В патогенезе 
диабета как 1, так и 2 типов имеет место дисба-
ланс в продукции провоспалительных и проти-
вовоспалительных цитокинов [2]. Так, у паци-
ентов с СД 2 содержание TNF-α и IL-1β было 
повышено, тогда как уровень IL-10 снижен [3]. 
Семейство IL-1 играет центральную роль в ре-
гуляции иммунных и воспалительных реакций, 
индуцирует высвобождение множества вторич-
ных медиаторов воспаления, включая проста-
гландины, цитокины и хемокины, в том числе 

ВЛИЯНИЕ СОЕДИНЕНИЯ ИЗ РЯДА ЗАМЕЩЕННЫХ 
1,3,4-6Н-ТИАДИАЗИНОВ НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ 

В ПЛАЗМЕ КРОВИ КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ 
САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2 ТИПА
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Проведено исследование влияния соединения L-17 из ряда замещенных 1,3,4-6Н-тиадиа зи-
нов, на цитокиновый спектр плазмы крови крыс при моделировании сахарного диабета 2 типа. 
Были использованы дозы никотинамида и стрептозотоцина соответственно 110 мг/кг и 65 мг/кг. 
Введение L-17 диабетическим крысам сопровождалось уменьшением гипергликемии и частич-
ной коррекцией дисбаланса в содержании провоспалительных и антивоспалительных цитокинов: 
снижением уровня IL-1α и IFN-γ без нормализации уровня IL-10 и TGF-β1.
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при СД 2 [4]. Отмечают роль IL-1α и IL-1β при 
таком хроническом осложнении СД 2, как ре-
тинопатия [5]. Установлено, что повышение 
уровня TNFα сопровождается уменьшением 
синтеза инсулиновых рецепторов и снижением 
чувствительности инсулинзависимых тканей 
к инсулину. Цитокины TNFα и IL-6 способны 
связываться с инсулиновыми рецепторами, на-
рушая сигнальные пути инсулина, что также 
вносит вклад в развитие инсулинорезистентно-
сти [6]. Исследования в клинике и эксперимен-
те показали, что увеличение содержания TNF-α 
в плазме крови пациентов с сахарным диабетом 
1 и 2 типа и экспериментальных животных с ал-
локсановым и стрептозотоциновым диабетом 
коррелирует с уровнем гипергликемии [6, 7].

У пациентов с СД 2 обнаружено увеличение 
уровня IFN-γ [8]. IFNγ наряду с другими про-
воспалительными цитокинами (IL-1β, TNF-α) 
участвует в апоптозе β-клеток островков подже-
лудочной железы [2] и формировании диабети-
ческой нефропатии [9].

Интерлейкин-10 является противовоспали-
тельным цитокином. К эффектам IL-10 отно-
сятся: подавление синтеза провоспалительных 
цитокинов (FNOα, IL-1β, IFNγ), презентация 
антигенов и активация CD4+ T-клеток. Сниже-
ние секреции IL-10 связано с ожирением, мета-
болическим синдромом и СД 2 [10]. Предполага-
ется, что IL-10 играет защитную роль при СД 2.

Семейство трансформирующих ростовых 
факторов бета (TGF-β) контролирует пролифе-
рацию, клеточную дифференцировку и другие 
функции в большинстве клеток. Регулируя про-
лиферацию и дифференцировку клеток, TGF-β 
может способствовать регенерации β-клеток. 
В то же время известно участие этого цитокина 
в формировании фиброза миокарда [11] и не-
фропатии [12] у пациентов с СД 2.

Длительная гипергликемия сопровождается 
повсеместным накоплением гликированных 
белков, в отношении которых также осущест-
вляются аутоиммунные реакции, сопровождаю-
щиеся системным воспалительным процессом, 
что приводит к ряду хронических осложнений, 
таких, как микроангиопатии, нефропатия, рети-
нопатия [7]. Таким образом, хроническое воспа-
ление и дисбаланс между про- и противовоспа-
лительными цитокинами могут быть триггерами 
повреждения β-клеток и инсулинорезистент-
ности при СД 2, а также могут усиливаться по 
мере прогрессирования заболевания. Снижение 
выраженности воспалительного процесса, в том 

числе при действии антиоксидантов, представ-
ляет собою перспективный подход к лечению 
инсулинорезистентности у больных СД 2 [8].

В наших предыдущих исследованиях показа-
на возможность совместной коррекции гипер-
гликемии, неферментативного гликирования 
белков и оксидативного стресса при экспери-
ментальном сахарном диабете соединением L-17 
из ряда замещенных 1,3,4-6Н-ти а ди а зи нов [13]. 
Также при моделировании сахарного диабета 
1 типа введением аллоксана нами было выявле-
но снижение содержания провоспалительных 
цитокинов при действии соединения L-17 [14]. 
Однако влияние замещенных 1,3,4-6Н-ти а ди а-
зи нов на биохимические механизмы патогенеза 
и цитокиновый профиль при эксперименталь-
ном СД 2 не исследовано.

Цель исследования – оценить возможность 
коррекции показателей нарушенного метабо-
лизма и уровня цитокинов плазмы крови крыс 
со стрептозотоцин-никотинамидной моделью 
сахарного диабета 2 типа при действии соеди-
нения L-17 из ряда замещенных 1,3,4-6Н-ти а-
ди азинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на базе Института 
иммунологии и физиологии УрО РАН (г. Екате-
ринбург). Эксперимент на животных был выпол-
нен в соответствии с принципами Директивы 
2010 / 63 / ЕС Европейского парламента и Евро-
пейского Совета (Официальный журнал Евро-
пейского союза, 2010 г.). Животные содержались 
в равных условиях (12 часов света / 12 часов тем-
ноты), по 5 крыс в клетке, получали стандартный 
корм. Было использовано 30 крыс-самцов ли-
нии Wistar в возрасте 12 недель весом 220–250 г. 
Сформировано 3 группы животных по 10 крыс: 
1 – интактная, 2 – СД 2, 3 – СД 2 и инъекции 
соединения L-17.

Для создания модели СД 2 внутрибрю-
шинно вводили раствор никотинамида в воде 
(“Sigma”, США) 110 мг/кг, через 15 минут так-
же внутрибрюшинно вводили раствор стрепто-
зотоцина (“Sigma”, США) в цитратном буфере 
65 мг/ кг  [15]. Животным группы 3 после моде-
лирования СД 2 осуществляли внутримышечные 
инъекции раствора соединения L-17 в новокаине 
из расчета 40 мг/кг, 12 инъекций в течение меся-
ца. Животных всех групп выводили из экспери-
мента на 30-е сутки посредством внутримышеч-
ного введения пентобарбитала натрия 40 мг/ кг. 
В плазме крови крыс определяли содержание 
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глюкозы глюкозооксидазным методом (Витал 
Диагностикс, СПб), в цельной крови –  содержа-
ние гликированного гемоглобина методом аф-
финной гель-хроматографии с использованием 
набора реактивов ГЛИКОГЕМОТЕСТ (ЭЛТА, 
Москва). Оптическую плотность измеряли на 
спектрофотометре DU-800 (Beckman, США). 
Методом ИФА в плазме крови определяли со-
держание цитокинов (наборы «ThermoFisher», 
США) с использованием прибора LAZURITE 
AUTOMATED ELISA SYSTEM.

Статистический анализ полученных данных 
проводили с помощью программ Statistica 6.0 
(Stаt. Soft. Inc.) и программы Microsoft Exсel 
2003. При проверке статистических гипотез ис-
пользовался уровень значимости 5% (р <0,05). 
Данные представлены в виде M±m, где M –  
среднее, m –  ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Моделирование СД 2 способствовало уве-
личению содержания глюкозы в плазме крови 
крыс почти в 2 раза по сравнению с показате-
лем интактной группы. Гипергликемия в груп-
пе 2 сопровождалась накоплением гликирован-
ного гемоглобина (Таблица 1). В группе крыс 3 
с моделированием СД 2 и введением соедине-
ния L-17 выявлено достоверное снижение со-
держания глюкозы и нормализация уровня 
гликированного гемоглобина относительно со-
ответствующих показателей крыс контрольной 
группы 2 (Таблица 1).

В плазме крови крыс группы СД 2 было обна-
ружено небольшое, но статистически значимое 
увеличение содержания провоспалительного 
цитокина IL-1α и значительное (почти в 7 раз) 
увеличение IFN-γ относительно показателей 

интактной группы, в то же время содержание 
TNF-α после моделирования СД 2 не превыша-
ло норму (Таблица 1). Уровень антивоспалитель-
ных цитокинов TGF-β1 и IL-10 у диабетических 
крыс был ниже, чем соответствующие показате-
ли интактных животных, особенно существен-
ным было уменьшение IL-10, почти в 7 раз от-
носительно нормы.

После инъекций L-17 наблюдали снижение 
содержания IL-1α и IFN-γ по сравнению с пока-
зателями диабетических крыс. Уровень TNF-α 
у диабетических леченых и нелеченых крыс до-
стоверно не отличался от показателя интактных 
животных. Содержание антивоспалительных 
цитокинов в группе 3 после действия L-17 не 
увеличилось по сравнению с показателем диа-
бетических крыс.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты эксперимента свидетельствуют 
о способности соединения L-17 снижать гипер-
гликемию. Аналогичный эффект данного сое-
динения на модели аллоксанового диабета был 
связан с увеличением концентрации инсулина 
и влиянием на клеточность островков Лангер-
ганса поджелудочной железы [13].

Увеличение содержания провоспалительных 
цитокинов IL-1α и IFN-γ в плазме крови крыс 
группы 2 указывает на наличие воспалительно-
го процесса, не прекращающегося через месяц 
после моделирования СД 2. Отсутствие повы-
шенного количества TNF-α в плазме крови 
диабетических крыс может быть связано с осо-
бенностью стрептозотоцин-никотинамидной 
модели СД 2, не предполагающей развития 
ожирения. Известно, что адипоциты при ожи-
рении вносят значительный вклад в продукцию 

Таблица 1. Показатели в крови экспериментальных животных

Показатель Интактная группа СД2 СД+ L17

Глюкоза, ммоль/л 5,1±0,2 12,1±1,0* 8,8±0,7* 2

HbA1c,% 4,3±0,3 6,6 ± 0,5* 5,5±0,5

IL-1α, пг/мл 300,4±8,4 335,0±10,2* 315,1±16,5

TNF-α, пг/мл 51,1±1,5 50,7±5,7 48,6±3,6

IFN-γ, пг/мл 133,5±12,1 923,1±177,2* 72,2±19,0* 2

TGF-β1, пг/мл 234,9±14,6 144,8±18,4* 111,5±5,2*

IL-10, пг/мл 7262,5±220,5 1058,7±263,0* 688,2±99,0*

Примечение: * –  различия с показателем группы интактных животных достоверны при P<0,05; 2 –  различия с показателя-
ми группы СД2 достоверны при P<0,05.
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TNF-α и формирование инсулинорезистентно-
сти [1, 6, 7].

Коррекция уровня провоспалительных ци-
токинов после введения соединения L-17 диа-
бетическим крысам свидетельствует о снижении 
выраженности воспалительного процесса. В ме-
ханизмах этого явления могут иметь значение 
как выявленное ранее антиоксидантное дей-
ствие соединения L-17 [13], так и воздействие 
на макрофаги. Отсутствие увеличения концен-
трации противовоспалительного цитокина IL-10 
у диабетических крыс после воздействия L-17 
свидетельствует о недостаточно полной коррек-
ции системного воспалительного ответа. В соче-
тании со снижением уровня TGF-β1 это может 
приводить к недостаточности регенераторного 
процесса в панкреатических островках, что тре-
бует дальнейших исследований. Однако умень-
шение содержания провоспалительных цитоки-
нов после действия L-17 способствует частичной 
коррекции дисбаланса про вос па ли тель ных-ан-
ти воспалительных цитокинов.

ВЫВОДЫ

1. Соединение L-17 из ряда замещенных 
1,3,4-6H-тиадиазинов приводит к статистиче-
ски значимому снижению уровня гиперглике-
мии и гликированного гемоглобина у крыс со 
стрептозотоцин-никотинамидной моделью са-
харного диабета 2 типа.

2. В результате введения соединения L-17 
диабетическим крысам в плазме крови снижа-
ется количество провоспалительных цитокинов 
IL-1α и IFN-γ и антивоспалительного цитокина 
IL-10, что свидетельствует об уменьшении вос-
палительного ответа.

3. Содержание антивоспалительных цитоки-
нов у диабетических крыс после действия L-17 
не нормализуется, но уменьшение количества 
провоспалительных цитокинов частично кор-
ректирует дисбаланс.
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ВВЕДЕНИЕ

Эволюция представлений о роли и взаимоот-
ношениях в системе «S. aureus-макроорганизм» 
и общих принципах лечения стафилококковых 
инфекций позволило разработать принципы 

системной и локальной антибиотикотерапии, 
лечения с использованием иммуномодулирую-
щих препаратов, чем существенно улучшило 
клинические результаты терапии и снизило риск 
осложнений. Сравнительно недавно в качестве 
ключевых факторов в патогенезе стафилокок-
ковых поражений кожи стали рассматривать 
снижение синтеза антимикробных пептидов: 
кателицидина (LL-37) и β-дефензинов (hBD-1, 
hBD-2 и hBD-3), которые являются химической 
составляющей эпидермального врожденного 
барьера [1]. Недостаточная выработка анти-
микробных пептидов у больных со стафилодер-
миями увеличивает контаминацию кожи Sta-
phylococcus aureus в геометрической прогрессии 
при аллергическом воспалении в пораженных 
участках кожи. Широкая распространенность 
и неуклонный рост дерматозов, вызванных ста-
филококками, увеличение частоты тяжелых 
форм заболевания требуют совершенствования 
существующих методов терапии, актуальным 
является поиск новых методов, обладающих 
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высокой терапевтической активностью и ми-
нимальным риском развития местных и си-
стемных побочных явлений [2]. Методом пато-
генетической терапии может быть топическое 
использование некогерентного монохроматиче-
ского света оптического диапазона. Рассматри-
вая возможность использования и клиническую 
эффективность каждого de novo предлагаемо-
го физиотерапевтического метода необходимо 
с особой тщательностью оценивать его прямое 
влияние на патоген, вызвавший заболевание. 
Дискутабельным остается вопрос по позиции 
«эф фек тив ность-дли на волны монохромати-
ческого света». Ранее проведенные исследова-
ния в целом свидетельствуют о бактерицидных 
и бактериостатических эффектах синего света, 
хотя встречаются работы, рассматривающие 
микробиологическую эффективность синего 
света [3]. Длина волны может быть лимитирую-
щим бактерицидным фактором для патоген-
ных микроорганизмов, поскольку первичная 
фотореакция бактериальной клетки связана 
с акцепцией квантов света фоточувствительны-
ми молекулами (хромофорами) определенно-
го биологического объекта [4]. Действие света 
с длиной волны 635 нм способствует санации 
организма от патогенов путем нормализации 
функционирования факторов антимикробной 
защиты, т. е. опосредовано через активацию си-
стемы микроциркуляции и повышению функ-
ци ональ но-ме та бо лического статуса клеточных, 
восстановлению концентрации гуморальных 
факторов иммунитета, снижению активности 
воспалительной реакции и усилению лим фо ид-
но-плаз мо ци тар но-клеточной кооперации [5]. 

Целью настоящего исследования явилось из-
учение антибактериальных эффектов видимого 
света с длинами волн 635±10 нм и 450±10 нм, 
в условиях in vitro с использованием S. aureus, 
выделенного с поверхности кожи пациентов со 
стафилодермией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на базе клинико-ди-
агностической лаборатории областного кож но-
венерологического диспансера (г. Челябинск).

С целью выявления носительства стафило-
кокка был проведен забор отделяемого с по-
верхности кожи конечностей у 30 пациентов 
(15 мужчин и 15 женщин) в возрасте 41,8±5,7 лет. 
Длительность заболевания варьировала от двух 
месяцев до года. Бактериологическое обследо-
вание кожных покровов включало: посев от-

деляемого с поврежденной кожи, взятого сте-
рильным тампоном, на желточно-солевой агар, 
количественную оценку роста по числу вырос-
ших колоний, определение гемолитической ак-
тивности на 5% кровяном агаре, определение 
лецитиназной активности на молочно- солевом, 
жел точ но-со ле вом агарах и постановку реакции 
плазмокоагуляции с кроличьей плазмой. Опре-
деление чувствительности выделенных культур 
к антибиотикам проводили дискодиффузион-
ным методом. С целью изучения бактерицидных 
свойств монохроматического некогерентного 
света с длинами волн 635 нм и 450 нм в условиях 
in vitro были проведены исследования на модели 
коагулазоположительного S. aureus, обнаружен-
ным у 30 (100%) обследуемых. Первым этапом 
было выделение чистой культуры S. aureus c по-
следующей идентификацией чистой культуры 
по биохимическим свойствам. В день проведе-
ния эксперимента готовили эксперименталь-
ную систему, состоящую из 3 рядов пробирок по 
4 пробирки в каждом (всего 12 пробирок) с 0,9 мл 
взвеси на физиологическом растворе, выделен-
ной чистой суточной культуры коагулазополо-
жительного штамма S. aureus, в концентрациях 
103, 104, 105, 106 КОЕ/мл, полученной от паци-
ентов, включенных в исследование. На изоля-
ты чистой культуры S. aureus, выделенных с по-
верхности кожи, действовали светом с длиной 
волн 635±10 нм (первый ряд пробирок), сред-
ней мощностью 50 мВт, плотностью 5 Дж/ см2 
или светом 450±10 нм, средней мощностью 
50 мВт, плотностью энергии 5 Дж/ см2. (второй 
ряд пробирок) с использованием светодиодных 
излучающих головок, аппарат «Мустанг», Рос-
сия, (Регистрационное удостоверение № РЗН 
2015/2687 от 25.05.2015, № РЗН 2014/1410 от 
06.02.2014, № ФСР 2007/00589 от 24.10.2007), 
время воздействия на взвесь S. aureus в физио-
логическом растворе –900 секунд. Контрольные 
образцы (третий ряд пробирок) инкубировали 
без светодиодного облучения. Расстояние меж-
ду светодиодом и пробиркой было постоянным, 
чтобы поддерживать правильную плотность 
мощности. Светодиодный источник распола-
гался на расстоянии 50 мм непосредственно от 
центра пробирки. Установленный светодиод-
ный модуль имел параметры: постоянный ток 
(0–9 А и 0–30 В). Ток был установлен на уров-
не 2,0 ± 0,05 А при напряжении 5,0 ± 0,1 В, что, 
давало интенсивность излучения 6 мВт / см2 
в течение 1 часа в пробирке. Световое поле для 
облучения микроорганизмов в пробирках кон-
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фигурировали таким образом, чтобы в любой 
точке воздействия света значения отклонения 
плотности светового потока, измеренного при 
помощи люксметра составляло бы не более 10%, 
что обеспечивало равные условия воздействия 
на взвесь бактерий в физиологическом растворе. 
Облучённую светом с длинами волн 635±10 нм 
и 450±10 нм взвесь микроорганизмов объемом 
0,1 мл перемещали на чашки Петри с 1% кро-
вяным агаром и инкубировали при температуре 
37˚С 24 часа в термостате. По инкубации подсчи-
тывали количество выросших колоний S. aureus, 
выражая результаты в КОЕ/ мл. Статистический 
анализ данных проводился с использованием 
t-критерия Стьюдента, как метода наиболее 
адекватного с математической точки зрения для 
данного исследования, различия считали досто-
верными при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ роста S. aureus на питательной среде 
после облучения их светом оптического диапазо-
на с длиной волны 635±10 нм показал, что дан-
ный вид воздействий не обладает бактерицидны-
ми свойствами, что подтверждалось 90%, 95%, 
80%, 87% ростом S. aureus (более 10 КОЕ/ мл) 
в концентрациях 103 КОЕ/мл. Свет с длиной 
волны 450±10 нм в условиях in vitro обладает 
бактериостатическими свойствами, что под-
тверждалось снижением на 95% роста S. aureus 
и только 5% ростом S. aureus (более 10 КОЕ/мл). 
Анализ роста S. aureus на питательной среде по-
сле облучения их светом оптического диапазо-
на с длиной волны 450±10 нм показал, что дан-
ный вид воздействий обладает бактерицидными 
свойствами, что подтверждалось 90%, 95%, 80%, 

87% ростом S. aureus (более 10 КОЕ/ мл) в кон-
центрациях 103 КОЕ/мл, полученные данные, 
представлены в Таблице 1.

ОБСУЖДЕНИЕ

Бактерицидный эффект оптического излу-
чения с длиной волны 450±10 нм в отношении 
S. aureus, был достоверно выше по отношению 
эффектам света с длиной волны 635±10 нм. По 
нашему мнению, выраженные бактерицидные 
эффекты синего света связаны выделением под 
действием света активных форм кислорода, не-
посредственно разрушающих клеточную стенку 
и ядерный аппарат S. aureus, вызывая инакти-
вацию энзимов цитоплазмы и клеточной стен-
ки, влияя на процесс синтеза ацетилмурамовой 
кислоты, что приводит к структурным измене-
ниями мембран S. aureus. Кроме того, образова-
ние свободнорадикальных форм кислорода при 
поглощении квантов света фотоакцепторами 
S. aureus, такими как терминальные оксидазы 
дыхательной цепи митохондрий S. aureus мо-
жет рассматриваться как один из первичных 
механизмов, запускающих цепь биохимиче-
ских реакций с токсических биологических эф-
фектов в отношении патогена [6]. Кроме того, 
бактериостатические эффекты света с длиной 
волны 450 нм, могут быть обусловлены проок-
сидантными эффектами данного вида света на 
реакции перекисного окисления липидов кле-
точных мембран S. aureus, сопровождаемого не-
значительным усилением активности фермента 
каталазы [7]. Более того, S. aureus сам обладает 
способностью образования на своей наружной 
мембране активных форм кислорода, стиму-
ляция которых светом с длиной волны 450 нм 

Таблица 1. Антибактериальные эффекты оптического монохроматичекого некогерентного излучения с длиной 
волны 635±10 нм и 450±10 нм в отношении S. aureus

Диапазон 
оптического 
излучения

Тестируемый 
микробионт

Концентрация тестируемого микробионта S. aureus (КОЕ/мл)

103 КОЕ/мл 104 КОЕ/мл 105 КОЕ/мл 106 КОЕ/мл

635±10 нм 
(красный свет) S. aureus

Наличие роста 
S. aureus 

3,12±0,12

Наличие роста 
S. aureus 

4,31±0,19*

Наличие роста 
S. aureus 

4,99±0,01*

Наличие роста 
S. aureus 

6,00±0,01*

450±10 нм 
(синий свет) S. aureus

Единичные 
колонии S. aureus 

1,02±0,11**

Единичные 
колонии S. aureus 

1,00±0,10**

Единичные 
колонии S. aureus 

1,03±0,05**

Единичные 
колонии S. aureus 

1,00±0,07**

Примечание: КОЕ-колониеобразующая единица, *-достоверность сравниваемых показателей между группами, при дей-
ствии на S. aureus светом с длиной волны 635±10 нм, **-достоверность сравниваемых показателей между группами, при 
действии на S. aureus светом с длиной волны 450±10 нм и 635±10 нм
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усиливает респираторный взрыв на поверхно-
сти мембранных структур, повреждая сам ми-
кроорганизм и формируя гибель S. aureus путем 
осмотического шока даже без экзогенных фото-
сенсибилизаторов, оказывая фототоксическое 
действие. Воздействие света с длиной волны 
635 нм не выявило прямых бактериостатических 
эффектов, хотя в некоторых исследовательских 
работах имеются указания на микробиологиче-
ские эффекты красного света, связанные на наш 
взгляд, с ранее доказанными иммунотропными 
эффектами красного света, усилением киллин-
говой активности клеток врожденного иммуни-
тета, выделением фагоцитами активных форм 
кислорода, повреждающего клеточную стенку 
патогена. Полученные результаты диктуют не-
обходимость проведения дальнейших экспери-
ментов по изучению влияния различных пара-
метров монохроматического света оптического 
диапазона.

ВЫВОД

Выявлены антибактериальные эффекты опти-
ческого монохроматичекого некогерентного из-
лучения с длиной волны 450±10 нм в отношении 
S. aureus, и отсутствие бактериостатических эф-
фектов оптического излучения с длиной волны 
635±10 нм в отношении S. aureus.
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The paper presents the results of a study of the antibacterial properties of monochromatic incoherent 
light with wavelengths of 635 nm with an average power of 50 mW, a density of 5 J / cm2 and 450 nm with 
an average power of 50 mW, an energy density of 5 J / cm2, the area of the illuminated zone –  9.25 cm2, 
illumination –  11 mW / cm2 in vitro using Staphylococcus aureus strains isolated from the skin of patients 
with staphylococcal skin lesions, the exposure time to the isolates of microorganisms is 900 seconds, the 
area of the illuminated zone is 9.25 cm2, the illumination is 11 mW / cm2. It was established that light 
with a wavelength of 635 ± 10 nm has poorly pronounced bacteriostatic eff ects on Staphylococcus aureus, 
which was confi rmed by the growth of Staphylococcus aureus in isolates after irradiation, light with a 
wavelength of 450 ± 10 nm, has bacteriostatic properties, which was confi rmed by a decrease in the num-
ber of Staphylococcus aureus colonies after exposure to light with a wavelength of 450 ± 10 nm.

Key words: monochromatic light, S. aureus, staphylodermia
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ВВЕДЕНИЕ

Заболевания лимфоглоточного кольца яв-
ляются доминирующей патологией в оторино-
ларингологии [1]. Глоточная миндалина, реа-
лизуя функционал мукозального иммунитета 
(MALT –  mucosa-associated lymphoid tissue), 
играет ключевую роль в развитии полноценно-
го адаптивного иммунитета, путем процессинга 
антигенов [2]. Развитие воспаления глоточной 
миндалины, и, как следствие, ее гипертрофии, 
связано с рядом факторов: частые эпизоды 
острой вирусной инфекции, аллергия, хрониче-
ская вирусная инфекция (гер пес-груп па: ЦМВ, 
гер пес-ви ру сы 1, 2, 6-го типов, аденовирусы), 
внутриклеточная инфекция респираторного 
тракта (хламидии, микоплазмы) [3]. У паци-
ентов с рецидивирующим хроническим воспа-
лительным процессом глоточной миндалины 
достоверно часто, на фоне приема антибактери-
альных препаратов формируется антибиотико-
резистентность, нарушение иммунного регули-
рования на поверхности глоточной миндалины. 

ЭФФЕКТИВНОСТЬ КОМПЛЕКСНОЙ ТЕРАПИИ 
ХРОНИЧЕСКОГО АДЕНОИДИТА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МОНОХРОМАТИЧЕСКОГО КОГЕРЕНТНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ 
С ДЛИНОЙ ВОЛНЫ 635 НМ
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В работе приведены результаты исследования эффективности комплексной терапии хрониче-
ского аденоидита с использованием монохроматического когерентного излучения с длиной волны 
635 нм, генерируемого аппаратом «Мустанг». Параметры излучения: длина волны 635 нм, мощ-
ность на выходе 6–8 мВт, эндоназально, время воздействия 60 с, доза излучения 0,5 Дж/см2, курс 
10 сеансов. Установлено, что применение монохроматического когерентного излучения с длиной 
волны 635 нм способствовало нормализации факторов врождённого и адаптивного иммунитета 
периферической крови, восстановлению рецепторного пейзажа лимфоцитов, снижало степень 
обсеменения патогенной микрофлорой глоточной миндалины, снижало количество обострений 
хронического аденоидита.
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Консервативное лечение хронического аде-
ноидита включает элиминационную, антими-
кробную, десенсибилизирующую, мукорегули-
рующую терапию и физиолечение [4]. Особый 
интерес представляет терапия хронического 
аденоидита с использованием монохроматиче-
ского когерентного излучения с длиной волны 
635 нм, которая иллюстрирует один из постула-
тов лазерной терапии, о том, что при локальном 
воздействии отмечается эффект от действия ла-
зерного излучения низкой интенсивности как 
на органном, так и на органическом уровне [5]. 
Вышеперечисленные обстоятельства определи-
ли цель исследования – проведение анализа эф-
фективности терапии хронического аденоидита 
с использованием монохроматического коге-
рентного излучения с длиной волны 635 нм.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на базе коммерче-
ских медицинских центров г. Челябинска, ООО 
“Лаборатория Гемотест”, ОГРН 1027709005642, 
Лицензия: № ЛО-50-01-009799 от 19.06.2018 г. 
осуществляет определение элементного состава 
в сыворотке крови, волосах, моче и других био-
логических жидкостях. Реализация технологиче-
ского процесса при выполнении исследований 
в ООО “Лаборатория Гемотест” отвечает требо-
ваниям международного стандарта менеджмен-
та качества ISО: 15189:2007 и ISО: 9001:2015. От 
пациентов было получено письменное инфор-
мированное согласие на участие в исследовании 
в соответствии с основами законодательства РФ 
«Об охране здоровья граждан, правил проведе-
ния клинической практики в РФ», (приказ МЗ 
РФ № 266 от 19.07.03 г.; приказ Росздравнадзо-
ра № 2325-Пр/06 от 17.10.06 г.). В исследовании 
участвовало 60 мужчин и женщин (50/50%), 
с признаками хронического аденоидита, с ре-
цидивами заболевания в анамнезе до 5 раз в год. 
Все пациенты были разделены на 2 группы. 
Группа 1 включала 30 человек, которым про-
водилось орошение носа и носоглотки физио-
логическим раствором дважды в день в течение 
3 месяцев. Дополнительно данной группе детей 
проводили лазеротерапию аппаратом «Мустанг» 
(Россия). Красным непрерывным излучением 
(длина волны 635 нм, мощность 6–8 мВт), вре-
мя воздействия 60 с, доза излучения 0,5 Дж/см2, 
10 сеансов. Группа 2 – сравнения, состояла из 
30 пациентов, сопоставимых по возрасту и полу, 
которые получали орошение носа и носоглотки 
физиологическим раствором дважды в день в те-

чение 3 месяцев. Иммунологическую эффектив-
ность лазеротерапии оценивали путём анализа 
функциональной активности нейтрофилов пе-
риферической крови по их способности к по-
глощению частиц латекса, кислородзависимому 
метаболизму, функциональному резерву через 
10 дней после завершения лазеротерапии и за-
тем через 3 месяца после окончания лечения. 
Методом проточной цитофлюориметрии иссле-
довали субпопуляционный состав лимфоцитов 
периферической крови на проточном цитоф-
луориметре с помощью набора моноклональ-
ных антител (МАТ) («BeckmanCoulter», США). 
Бактериологическое обследование материала 
с поверхности глоточной миндалины, забран-
ного под контролем эндоскопа, проводилось 
с определением вида микробов и чувствитель-
ности бактериальных штаммов к антибиотикам 
стандартным дис ко-диф фуз ным методом триж-
ды в сроки клинического мониторинга. Полу-
ченные данные обрабатывали методами вариа-
ционной статистики с использованием пакетов 
прикладных программ «SPSS forWindows 13.0». 
Для анализа нормальности распределения дан-
ных применяли критерий Ша пи ро-Уил ка. Для 
вычисления относительного вклада клиниче-
ских признаков в развитие исследуемой пато-
логии и оценки эффективности применения 
терапевтических мероприятий использовали 
χ²-квадрат, односторонний точный критерий 
Фишера, различия считали достоверными при 
р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Микробиологическое исследование в ди-
намике проводилось у 100% детей всех срав-
ниваемых групп, включённых в исследование. 
Наиболее часто встречаемыми патобионтами 
хронического рецидивирующего аденоидита 
были: S. aureus, S. pneumonia, H. infl uenzae, реже 
S. β-haemoliticus, M. cataralis, K. рneumonia, Candi-
da spp. В 87% случаев были выявлены ассоциации 
резидентной флорыиз S. ά-haemoliticus в коли-
честве 105–106 КОЕ/мл и S. еpidermidis в количе-
стве 104 КОЕ/мл с патогенной микрофлорой., 
полученные данные, представлены в таблице. 
Через 10 дней от начала лечения регистрирова-
лось уменьшение штаммов патогенной микро-
флоры. Через 3 месяца отмечена полная санация 
от H. infl uenzae и M. сataralis, на фоне скудного 
роста остальных патобионтов при неизменном 
уровне резидентной микрофлоры. В группе 
сравнения (пациенты, пролеченные без исполь-



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Эффективность комплексной терапии хронического аденоидита 1115

зования физиотерапии) отмечено незначитель-
ное уменьшение (р≥0,05) патогенной микро-
флоры по окончанию курса элиминационной 
терапии, однако положительная динамика по 
снижению количества патобионтов отсутство-
вала, и контаминация патогенными штаммами 
через 3 месяца от начала лечения практически 
вернулась к исходному количеству. Через 3 ме-
сяца после завершения лечения с применением 
физиотерапии зарегистрированы достоверные 
положительные изменения иммунологических 
показателей периферической крови: восстанов-
ление количественного и субпопуляционного 
состава лейкоцитов, нормализации межклеточ-
ных взаимоотношений субпопуляций Т-лим-
фо ци тов, а именно повышение относительно-
го количества популяций Т- и В-лим фо ци тов, 
иммунорегуляторного индекса, что приводило 
к увеличению их количества в периферической 
крови, нормализации роста поглотительной 
способности нейтрофилов в тесте с частицами 
латекса, восстановление биоцидной функции 
фагоцитов в НСТ-тесте, нормализации функ-
ционального резерва фагоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Выявленная положительная динамика имму-
нологических и микробиологичеких показателей 
свидетельствует о восстановлении потенциала 
факторов врождённого и адаптивного иммуни-
тета упациентов, получивших лечение с при-

менением монохроматического когерентного 
излучения с длиной волны 635 нм. У пациен-
тов, пролеченных без использования монохро-
матического когерентного излучения с длиной 
волны 635 нм степень нормализации факторов 
антимикробной защиты была достоверно менее 
выраженной. При динамическом клиническом 
наблюдении пациентов в течение трех месяцев 
по окончанию терапии было выявлено: за дан-
ный промежуток времени у 10 пациентов из 
группы сравнения произошло обострение хро-
нического аденоидита на фоне ОРЗ, 7 из них 
был назначен системный антибиотик. В основ-
ной группе получавших лечение с применением 
монохроматического когерентного излучения 
с длиной волны 635 нм лазеротерапию обостре-
ние хронического аденоидита было отмечено 
у 2 пациентов, из них только был назначен си-
стемный антибиотик.

ВЫВОДЫ

1. Для определения тактики ведения паци-
ентов с хроническим аденоидитом целесоо-
бразно определять этиологическую значимость 
выявленных агентов, проводить микробиоло-
гический мониторинг выявляемых патобион-
тов и проводить оценку факторов врождённого 
и адаптивного иммунитета

2. Комплексная терапия с использованием 
монохроматического когерентного излучения 
с длиной волны 635 нм стимулирует и норма-

Таблица 1. Микробиологическая эффективность комплексной терапии хронического аденоидита с использова-
нием монохроматического когерентного излучения с длиной волны 635 нм

Вид 
микробионта 
(количество 
штаммов)

Группа 1 Элиминационная терапия+ 
монохроматическое когерентное излучение 

с длиной волны 635 нм (n= 30)

Группа 2 Элиминационная терапия 
(n=30)

До лечения Через 10 дней 
после лечения

Через 3 месяца 
после лечения

До лечения Через 10 дней 
после лечения

Через 3 месяца 
после лечения

S. aureus ++++ ++ + ++++ +++ +++

S. pneumonia ++++ ++ + ++++ +++ +++

H. infl uenzae ++++ ++ - ++++ ++ +++

S. β-haemoliticus +++ ++ ++ +++ +++ ++

M. cataralis +++ + - ++ ++ ++

K. pneumonia +++ ++ + ++ + ++

Candida spp. + + + + + -

Примечание: ++++ обильный рост (сплошной рост), +++ умеренный рост (не менее 50 колоний), ++ скудный рост 
(10–25 колоний), + очень скудный рост (до 10 колоний), –  роста нет
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лизует функциональную активность фагоцитов, 
что проявляется в нормализации абсолютно-
го и относительного количества нейтрофилов, 
восстановлении потенциала нейтрофильных 
гранулоцитов в НСТ-тесте, повышении функ-
ционального резерва, усилении поглотительных 
способностей и фагоцитарного числа нейтро-
филов, способствует восстановлению нормоце-
ноза на поверхности аденоидных вегетаций.
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The paper presents the results of a study of the eff ectiveness of complex therapy of chronic adenoiditis 
using monochromatic coherent radiation with a wavelength of 635 nm generated by the Mustang appa-
ratus. Radiation parameters: 635 nm wavelength, output power 6–8 mW, endonasal, exposure time 60 s, 
dose radiation of 0.5 J / cm2, a course of 10 sessions. It was established that the use of monochromatic 
coherent radiation with a wavelength of 635 nm contributed to the normalization of factors of innate and 
adaptive peripheral immunity Blood Coy, landscape restoration lymphocyte receptor, reduced the degree 
of contamination of pathogenic microorganisms pharyngeal tonsils, reduced the number of exacerba-
tions of chronic adenoiditis.
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ВВЕДЕНИЕ

Формирование онкологического процесса 
в организме индивидуума находится в динами-
ческом взаимодействии с функцией иммунной 
системы. Опухолевый рост сопровождается по-
давлением ряда параметров иммунный системы. 
Раковые клетки и иммуносупрессивное микро-
окружение опухоли выработали множество кле-
точных и молекулярных механизмов «ускольза-
ния» от противоопухолевого иммунного ответа, 
например, выработку растворимых факторов, та-
ких как ИЛ-10, фактор роста опухоли β (TGF-β), 
фактор роста сосудов эндотелия (VEGF). Данные 
факторы, наряду с подавлением эффекторных 
функций иммунных клеток, способны нарушать 
их созревание, воздействуя на ранние стадии им-
мунопоэза [1].

Современные средства химиотерапии опухо-
лей, в свою очередь, также вызывают глубокую 
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дисфункцию иммунной системы, что значи-
тельно осложняет процесс лечения онкологиче-
ского больного. Развитие нутриционной имму-
нологии открывает широкие перспективы для 
выработки эффективных схем адъювнтной те-
рапии в онкологии с использованием продуктов 
функционального питания с иммунопоэзмоду-
лирующими свойствами. Известно, что стволо-
вые кроветворные клетки (СКК) костного моз-
га обеспечивают гомеостатический гемопоэз 
в течение жизни индивидуума, а также его ре-
генерацию после миелоабляции [2]. В костном 
мозге СКК расположены в трехмерных структу-
рах, названных «нишами», обеспечивающими 
регуляцию функциональной активности СКК. 
Молекулярный и клеточный состав ниш пред-
ставлен эндостальными клетками, остеобласта-
ми, синусоидальными эндотелиальными, ней-
рональными, Cxcl12 ретикулярными клетками, 
Nestin+ периваскулярными мезенхимальными 
стромальными клетками, а также мегакариоци-
тами, секретирующими цитокины, остеопон-
тин, тенасцин-С, гиалуронан, регулирующими 
функциональный статус СКК –  самоподдержа-
ние, пролиферациию и дифференцировку [3]. 
Повышение функциональной активности СКК 
является эффективным способом коррекции по-
бочных эффектов химиотерапии.

Учитывая, что биофлавоноиды пищевых рас-
тений оказывают химиопротекторное и иммуно-
модулирующее действие и способны воздейство-
вать на самые ранние этапы иммунопоэза [4], 
разработка комплексных адъювантных терапев-
тических композиций на их основе представляет 
несомненную актуальность.

Целью настоящего исследования было выяв-
ление иммунопоэзмодулирующих и химиопро-
текторных свойств оригинального комплекса 
природных пищевых полифенолов «Эпигенорм 
антивир».

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на здоровых поло-
возрелых мышах C57Bl/6, самках, 8–10 недель-
ного возраста, массой тела 20–22 г. (НИИФиРМ 
им. Е. Д. Гольдберга, г. Томск). Животные со-
держались в условиях вивария НИИФКИ, на 
стандартном рационе питания, при естествен-
ном световом режиме, свободном доступе к воде 
и пище. Все манипуляции выполнялись в соот-
ветствии с правилами, принятыми Европейской 
конвенцией по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и иных 

научных целей (Страсбург, 1986). Экспери-
менты проводили в соответствии с приказом 
Министерства здравоохранения РФ № 267 от 
19.06.2003 г. «Об утверждении правил лабо-
раторной практики» и «Руководством по экс-
периментальному (доклиническому) иссле-
дованию новых фармакологических веществ» 
(Москва, 2005). По окончании экспериментов 
животных декапитировали, соблюдая «Прави-
ла проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных». Морфометрические 
параметры лимфоидных органов оценивали, как 
было описано нами ранее [5]. Суспензию пре-
парата «Эпигенорм антивир» (опытная группа) 
или порошка корневищ куркумы (Kolvi, India) 
(контрольная группа) принудительно вводили 
животным из расчета 10 мг/мышь, per os, еже-
дневно, в течение 14 суток. С целью исследова-
ния влияния препарата «Эпигенорм антивир» 
на функциональную активность СКК in vitro, 
оценивали количество кроветворных кле ток-
пред шест вен ни ков костного мозга различных 
направлений дифференцировки в культуре на 
метилцеллюлозной среде на 15 сутки от нача-
ла кормления биофлавоноидами. С этой целью 
костный мозг из бедренных костей в стериль-
ных условиях вымывали средой RPMI-1640 c 
добавлением 10% объема фетальной коровьей 
сыворотки, и культивировали в 24-лу ноч ных 
планшетах в концентрации 50 х 103/мл в метил-
целлюлозной среде М 3434 в течение 14 суток 
в СО2 инкубаторе при 37 °C и содержании в ат-
мосфере 5% СО2. По окончании культивирова-
ния подсчитывали количество гра ну ло ци тар-
но-ма кро фа галь ных (КОЕ-ГМ), эритроидных 
(КОЕ-Э, бурстобразующих и поздних эритропо-
этинзависимых колониеобразующих единиц), 
смешанных колоний (КОЕ-ГЭММ, гра ну ло ци-
тар но-эри тро ид но-ма кро фа галь но-ме га ка рио-
ци тар ных колониеобразующих единиц), а также 
общее количество колониеобразующих единиц 
(КОЕ) на 100 000 клеток костного мозга.

Цитостатическая иммуносупрессия воспро-
изводилась введением животным циклофосфана 
(– N’-бис-(-Хлорэтил)-N’-О-триметиленовый 
эфир диамида фосфорной кислоты) (ЦФ), (Бак-
стер Онкология, ГмбХ, Германия), внутрибрю-
шинно однократно, в 0,5 мл 0,9% NaCl на 5 сут-
ки после начала кормления нутрицевтиком, 
в дозе 250 мг/кг. Для оценки функциональной 
активности СКК на фоне приема цитостатика, 
исследовали их способность формировать эн-
догенные колонии в селезенке мышей на 9 сут-
ки после введения ЦФ.
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Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью коммерческого пакета про-
грамм Statistica 10.0 (SatSoft, USA), непараме-
трического критерия Манна-Уитни. Результаты 
представлены в виде медианы и интервала меж-
ду 1-м и 4-м квартилем (Ме (25%;75)). Различия 
считали статистически значимыми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Производителем ООО «Доктор Корнилов» 
(г. Барнаул, Россия. www. dokskor.ru), совмест-
но с ФГБНУ «НИИ фундаментальной и клини-
ческой иммунологии» (г. Новосибирск, Россия) 
был разработан инновационный парафарма-
цевтик «Эпигенорм антивир» (№ регистрации: 
RU.77.99.88.003.E.002022.04.17 от 27.04.2017), 
содержащий в своём составе экстракты корня 
солодки, куркумы, зелёного чая, листьев об-
лепихи. Для выявления влияния данного пара-
фармацевтика на функциональную активность 
СКК костного мозга экспериментальных жи-
вотных была изучена их способность формиро-
вать колонии различных ростков кроветворения 
в культуре. Полученные результаты представле-
ны в Таблице 1.

Обнаруженное в данном эксперименте уве-
личение количества КОЕ-ГЭММ под влияни-
ем исследуемого препарата, свидетельствует 
о его способности повышать функциональную 
активность стволовых кроветворных клеток –  
ранних общих предшественников гемопоэза.

Далее мы исследовали влияние парафарма-
цевтика на функциональную активность СКК 
в условиях иммуносупрессии, индуцированной 
ЦФ. В серии предварительных экспериментов 
была проведена оценка выраженности иммуно-
супресии на основании исследования динамики 
изменения количества лейкоцитов перифери-
ческой крови, а также морфометрических пара-
метров лимфоидных органов (Таблицы 2, 3).

Было установлено, что введение ЦФ во всех 
исследованных дозах сопровождается развити-
ем лейкопении на 2 сутки эксперимента; к 9 сут-
кам величина данного параметра возвращается 
к исходным значениям. Учитывая, что выра-
женность иммуносупрессии на фоне введения 
ЦФ не зависела от дозы препарата, в последу-
ющих экспериментах использовалась средняя 
дозировка ЦФ 250 мг/кг. Полученные данные 
свидетельствуют о снижении массы лимфоид-
ных органов при воздействии ЦФ.

Таблица 1. Колониеобразующая активность стволовых кроветворных клеток костного мозга мышей при воздей-
ствии нутрицевтика «Эпигенорм антивир» (Ме(25%;75))

Группы животных Интактные Куркума «Эпигенорм антивир»

Эритроидные (КОЕ-Э + БОЕ-Э) 730 (600;1520) 1110(820; 1240) 610 (480; 780)

КОЕ-Э 110 (100; 300) 160 (160; 300) 150 (120; 180)

КОЕ-ГМ 240 (80; 260) 120 (100; 200) 200 (200; 220)

КОЕ-ГЭММ 40 (20; 40) 30 (20; 40) 50 (40; 80)*

КОЕ 1090 (840; 1740) 1270 (1080; 1360) 840 (760; 980)

Примечание: * –  достоверность различия с контрольной группой p<0,05; n=6 в каждой группе.

Таблица 2. Динамика количества лейкоцитов в периферической крови мышей после введения циклофосфана 
(Ме(25%;75))

Группа животных Количество лейкоцитов, 109/л

0 сут 2-е сут 9-е сут

Контроль 14,38 (10,0; 18,25) 15,8 (13,75; 17,0) 17,7(16,5: 19,3)

Циклофосфан 125 мг/кг 15,79 (9,0; 16,30) 5,52 (3,25; 7,0)* 13,54 (11,25; 16,0)

Циклофосфан 250 мг/кг 14,10 (11,2; 17,15) 2,82 (1,43; 3,8)* 15,05 (13,5; 15,0)

Циклофосфан 450 мг/кг 13,23 (9,30; 16,95) 3,59 (2,5; 5,05)* 14,25 (10,5; 15,25)

Примечание: * –  достоверность различия с контрольной группой (p<0,05); n=10 в каждой группе.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Свойства комплекса биофлавоноидов 1121

Следовательно, введение ЦФ эксперимен-
тальным животным в дозе 250мг/кг сопрово-
ждается развитием у них иммуносупрессии.

При изучении влияния исследуемого пара-
фармацевтика на функциональную активность 
СКК костного мозга in vivo на фоне индуциро-
ванной иммуносупрессии, на основании оцен-
ки количества эндогенных колоний, образован-
ных СКК в селезенке мышей, были получены 
результаты, представленные в Таблице 4.

Данные, полученные в этом эксперименте, 
свидетельствуют об увеличении функциональ-
ной активности СКК под действием исследуе-
мого парафармацевтика in vivo.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полифенолы представляют собой группу 
биофлавоноидов, присутствующую преимуще-
ственно в растениях и выполняющих ключевую 
роль в регуляции роста и метаболизма. У че-
ловека доказана эффективность полифенолов 
в защите от оксидативного стресса, регуляции 
липидного и углеводного обмена, коррекции 
ряда механизмов формирования нейродегене-
ративных и онкологических процессов [6, 7, 8]. 

Следует отметить, что комбинации полифе-
нолов более эффективны в подавлении опухо-
левого роста, чем изолированные компонен-
ты, благодаря реципрокным взаимодействиям, 
повышающим их биодоступность [9]. Данный 
подход, наряду с механохимической обработкой 
компонентов композиции, повышающей содер-
жание частиц наноразмерного диапазона [10] 
и был использован для создания исследуемого 
парафармацевтика.

Биофлавоноиды, входящие в состав «Эпи-
генорма антивир» способны повышать функ-
циональную активность стволовых клеток раз-
личных направлений дифференцировки. Так, 
полифенольные соединения зеленого чая (Ca-
mellia sinensis), представленным преимуществен-
но катехинами, изменяют дифференцировку ме-
зенхимальных стволовых клеток костного мозга, 
усиливает остеобластогенез и супрессирует осте-
окластогенез путем стимуляции экспрессии ос-
тео ге нез-свя зан ных генов (BMP2, Runx2) [11]. 
Проантоцианидины облепихи Hippophae rham-
noides L. (Sea buckthorn) приводили к мобилиза-
ции в кровяное русло различных типов стволовых 
клеток – CD45dim CD34+ CD309– кле ток-пред-
шест вен ни ков, CD45– CD31+ CD309+ эндоте-
лиальных стволовых клеток и CD45– CD90+ 
лимфоцитоидных мезенхимальных стволовых 
клеток [12]. Глицерризиновая кислота, пентаци-
клический тритерпеноид, активный компонент 
солодки (Licorice, Glycyrrhiza), способна подавлять 
остеокластогенез преостеокластов, снижать экс-
прессию катепсина К, блокируя формирование 
колец актина и подавляя функцию остеокластов 
на ранних стадиях дифференцировки путем по-
давления, RANKL-ин ду ци ро ван но го фосфори-
лирования p65, p50, и IκB, блокируя ядерную 
транслокацию p65, снижая ДНК-свя зы ваю щую 
активность NF-κB [13]. Молекула куркумина 
(diferuloylmethane), активного компонента кор-

Таблица 3. Морфометрические параметры лимфоидных органов под действием циклофосфана (Ме(25%;75))

Группы 
животных

Масса тела 
животного, г

Масса тимуса, г Масса селезенки, г

Абсолютная Относительная Абсолютная Относительная

1. Интактные 22,2 (20,1; 22,5) 0,070 (0,061; 0,082) 0,003 0,103 (0,92; 0,118) 0,045

2. Куркума 20,3 (19,8; 21,9) 0,075 (0,070; 0,080) 0,004 0,122 (0,104; 0,141) 0,059

3.  «Эпигенорм 
антивир» 21,7 (19,1; 22,8) 0,071 (0,067; 0,080) 0,004 0,108 (0,90; 0,113) 0,046

4. ЦФ 21,7 (19,1; 22,4) 0,040* (0,031; 0,050) 0,001* 0,64 (0,51; 0,80)* 0,028

Примечание: * –  достоверность различия с контрольной группой (p<0,05); n=10 в каждой группе.

Таблица 4. Функциональная активность стволовых 
кроветворных клеток под влиянием парафармацевти-
ка «Эпигенорм антивир» на фоне иммуносупрессии 
(Ме (25%;75))

Группа животных Количество колоний, 
ед.

1.Контроль (ЦФ) 1,5 (0,5; 2,5)

2. ЦФ, куркума 3,0 (1,0; 3,5)

3. ЦФ, «Эпигенорм антивир» 4,5 (2,5; 5,5)*

Примечание: * –  достоверность различия с группой ин-
тактных животных (p<0,05); n=10 в каждой группе.
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невищ Curcuma longa, плейотропна и рассма-
тривается как геномодулирующий агент, обла-
дающий широким спектром фармакологических 
свойств – антиоксидантных, противоопухоле-
вых, противовоспалительных.

Повышение функциональной активности 
СКК костного мозга под действием куркумина 
установлено в ряде исследований, с которыми 
согласуются полученные нами данные. Так, об-
работка клеток костного мозга куркумином уве-
личивала их выживаемость и пролиферативную 
активность [4]. Стимуляция миелопоэза под 
влиянием куркумина выявлена авторами [14], 
которые установили увеличение количества 
клеток костного мозга, снижение их апоптоза 
у жи вот ных-опу хо ле но си те лей. Куркумин мо-
дулировал экспрессию молекул, ответственных 
за выживаемость клеток – Bcl2, p53, каспазо-
активированной ДНКзы и p53-регулируемого 
модулятора апоптоза, наряду с повышением 
экспрессии генов рецепторов M-CSF и GM-
CSF, что сопровождалось стимуляцией коло-
ниеобразования и мо но ци тар но-ма кро фа галь-
ной дифференцировки СКК. Куркумин также 
изменял соотношение TH1/TH2 с увеличением 
продукции IFN-γ и последующей продукцией 
монокинов –  IL-1, IL-6, TNF-α, которые увели-
чивали выживаемость СКК [15], а также восста-
навливал повреждения ДНК в СКК, активируя 
сигнальные пути гомологичной рекомбинации 
и восстановления эксцизии нуклеотидов, в ко-
торых задействованы протеины предрасполо-
женности к раку молочной железы 1 и 2 типов 
(BRCA1, 2), а также DNA excision repair protein 
(ERCC-1). Авторами [16] было обнаружено, что 
куркумин путем стимуляции экспрессии BRCA1, 
BRCA2 и ERCC1 редактирует миелосупрессию, 
индуцированную повреждением ДНК. Другим 
возможным механизмом регуляции функцио-
нальной активности СКК куркумином может 
быть его способность повышать экспрессию 
остеопонтина в клетках кроветворного микроо-
кружения [17].

Установленное в настоящем исследовании 
повышение функциональной активности СКК 
под влиянием комплекса биофлавоноидов и от-
сутствие такового при воздействии нативной 
куркумы, основного ее компонента, обуслов-
лено, по-видимому, низкой биодоступностью 
куркумина вследствие его низкой растворимо-
сти и высокого уровня биодеградации. При-
мененная нами механохимическая технология 
получения композиции биофлавоноидов по-
зволила изменить фазовое состояние исходных 

компонентов – многократно увеличить долю 
наиболее мелких биологически активных ча-
стиц биофлавоноидов в механокомпозите, вли-
яющих на функциональную активность СКК.

ВЫВОДЫ

1. Комплекс биофлавоноидов «Эпигенорм 
антивир» повышает функциональную актив-
ность СКК костного мозга – ранних общих 
предшественников гемопоэза.

2. «Эпигенорм антивир» обладает химиопро-
текторными свойствами, увеличивая функцио-
нальную активность СКК в условиях иммуно-
супрессии.

(Работа выполнена по теме из Плана НИР 
НИИФКИ, № гос. Регистрации 01201356998)
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Food plants biofl avonoids have chemoprotective and immunomodulatory properties, including the 
ability to aff ect the earliest stages of immunopoiesis, therefore the development of complex adjuvant 
therapeutic compositions on their basis is of undoubted relevance. The purpose of this study was to 
identify the immunopoiesis modulating and chemoprotective properties of the natural food polyphenols 
original complex “Epigenorm antivir”. As a result of the study, it was found that “Epigenorm antivir” 
increases the functional activity of bone marrow stem cells –  the early common precursors of hematopoi-
esis, and also it has chemoprotective properties, the ability to increasing of the hematopoietic stem cell 
functional activity under the immunosuppression conditions.
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ВВЕДЕНИЕ

Сохранение женского репродуктивного 
здоровья приобретает особенную значимость 
в современных гигиенических и социально-
экономических условиях, характеризующихся 

повышенным уровнем опасности, как для разви-
тия женских репродуктивных органов, так и для 
развития беременности. Профилактика репро-
дуктивных потерь неинфекционного генеза ста-
новится одним из приоритетных направлений, 
на фоне растущей заболеваемости репродуктив-
ных органов в том числе в условиях техногенной 
экспозиции химическими факторами. Фенол 
относится ко 2-му классу опасности, поступает 
в объекты окружающей среды с пылегазовыми 
выбросами предприятий [1, 2, 4]

Органами мишенями фенола, при ингаляци-
онном поступлении являются органы дыхания 
и сер деч но-сосудистая система. При проник-
новении в клетку, фенол способен трансфор-
мироваться до более токсичных соединений, 
вызывающих повреждение ферментов и непо-
средственно ДНК. Экспозиция женщин вред-
ными примесями, в том числе фенолом и его 
производными сопровождается нарушением 
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В работе представлены результаты иммунологического и генетического исследования крови 
женщин репродуктивного возраста постоянно проживающих в условиях аэрогенной экспозиции 
фенолом и имеющих в анамнезе репродуктивные нарушения, проявляющиеся в виде невынаши-
вания беременности. Исследованы иммунологические показатели –  экспрессия T-регуляторных 
CD127– лимфоцитов, и экспрессия CD95+ лимфоцитов вовлеченных в процесс апоптоза. Проана-
лизирован генетический профиль женщин с установлением полиморфных вариантов генов FOXP3 
T3499C rs3761547 и FAS C14405T rs1159120 участвующих в экспрессии кластеров. Установлено, 
что женщины имеющие репродуктивные нарушения и подверженные повышенной контамина-
ции биосред фенолом имеют сниженный уровень экспрессии T-регуляторных клеток CD127– от-
носительно здоровых не экспонированных женщин, и более низкий уровень экспрессии CD95+ 
клеток как относительно группы неэкспонированных женщин, так и относительно нормы, что 
на фоне генетической полиморфности создает условия для злокачественного течения процессов 
репродуктивных нарушений (невынашивания беременности).
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деятельности «критических» органов и систем 
(иммунитет, кровеносная система), что прямо 
или опосредовано влияет на способность вы-
полнения репродуктивного потенциала, отяго-
щенного негативной генетической полиморф-
ностью кандидатных генов.

Цель исследования – изучить ассоциации по-
лиморфного генетического профиля и уровней 
экспрессии CD лимфоцитов у женщин с репро-
дуктивными нарушениями в условиях экспози-
ции фенолами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено обследования 129 женщин репро-
дуктивного возраста (31,44±6,49 лет) имеющих 
в анамнезе репродуктивные нарушения, про-
являющиеся в виде невынашивания беремен-
ности. Все женщины постоянно проживают на 
территории, характеризующейся повышенной 
аэрогенной экспозицией фенолом и его произ-
водными превышающими нормативные уровни 
(более 1 ПДКс.с) [3].

Для исследуемых женщин проведено хи-
мическое, иммунологическое и генетическое 
тестирование на базе лабораторий ФБУН «Фе-
дерального научного центра медико-про фи лак-
ти ческих технологий управления рисками здо-
ровью населения» в г. Перми в период с 2013 по 
2017 годы.

Уровень фенола в периферической крови па-
циентов определен методом капиллярной газо-
вой хроматографии на приборе «Кристалл-5000» 
(Россия). Показатели клеточной дифференци-
ровки T-регуляторных лимфоцитов CD127– 
и лимфоцитов вовлеченных в процесс апоптоза 
CD95 определялись на проточном цитометре 
FACSCalibur (США). Оценивались частоты 
полиморфных генов FOXP3 T3499C rs3761547 
и FAS C14405T rs1159120 регулирующих экс-
прессию соответственно СD127- и CD95 пози-
тивных лимфоцитов на приборе BioRad CFX96 
C1000 (Сингапур) в режиме реального времени.

Исследуемый контингент женщин был раз-
делен на 4 группы: 1 группа – женщины с ре-
продуктивными нарушениями, с содержанием 
фенола в пределах референтного диапазона (0–
0,0016 мг/см3), 2 группа –  с содержанием фенола 
выше референтного диапазона (>0.0016 мг/ см3), 
3 группа – условно здоровые, без репродук-
тивных нарушений, с содержанием фенола 
в пределах референтного диапазона и 4 груп-
па – здоровые контаминированные фенолом 
выше референтного диапазона. Проведен ана-

лиз 6 парных сравнений показателей T-кле точ-
но го иммунитета между группами при помощи 
t-теста для выборочных средних, анализ средних 
относительно референтного значения при помо-
щи одновыборочного t-теста. Проведен фактор-
ный дисперсионный анализ для условий наличия 
и отсутствия репродуктивных нарушений, одно-
временно – превышения референтного уровня 
фенола и отсутствие превышения. Факторный 
дисперсионный анализ связи уровня фенола 
(в пределах референтного диапазона / превыше-
ние референтного диапазона) и наличия репро-
дуктивных нарушений (наличие / отсутствие) 
с имеющимся генетическим полиморфизмом 
кандидатных генов. Произведена оценка частот 
полиморфизмов генов на соответствие равно-
весию Хар ди-Вайн берга. Анализ средних ис-
следуемых показателей относительно нормаль-
ных уровней представлен на диаграммах в виде 
x±SE (Диаграммы 1–2). Значимыми считались 
результаты с уровнем p<0,05. Для парных срав-
нений также использовалась поправка Бонфе-
рони, устанавливающая уровень значимости 
p<0,008 (менее 1%).

РЕЗУЛЬТАТЫ

По результатам оценки t-парного теста для 
независимых выборок установлены: между 
группами наблюдения (фенол выше нормы) 
(0,089±0,010×109 /дм3 абсолютные лимфоци-
ты, 4,101±0,570% относительные лимфоциты) 
и контроля (фенол в норме) (0,043±0,005×109 /
дм3 абсолютные лимфоциты, 2,013±0,214% от-
носительные лимфоциты) значимые различия 
по показателю CD127– абсолютные и относи-
тельные лимфоциты p=0,0015** и p=0,0009** 
соответственно (** –  ниже, чем поправка Бон-
ферони); между группами наблюдения (фенол 
в норме) и контроля (фенол в норме) также об-
наружены значимые различия по показателю 
CD127– абсолютные и относительные лимфоци-
ты p=0,012 (0,059±0,015×109 /дм3 против 0,089± 
0,010×109 /дм3) и p= 0,002** (2,140±0,533% про-
тив 4,101±0,570%) соответственно; между груп-
пами контроля (фенол в норме) и контроля (фе-
нол выше нормы) значимые различия только 
по CD127– абсолютным лимфоцитам p=0,044 
(0,089±0,010×109 /дм3 против 0,043±0,005×109 / дм3); 
при сравнении групп наблюдения (фенол выше 
нормы) и контроля (фенол выше нормы), об-
наружены значимые различия по показателю 
CD95+ абсолютных лимфоцитов при p=0,037 
(0,544±0,033×109 /дм3 против 0,713±0,049×109 /дм3).
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Распределение показателей соответствует 
нормальному распределению в соответствии 
с критерием Шапиро-Уилка при p<0,05. При 
выполнении одновыборочного t-теста относи-
тельно референтного диапазона для исследуе-
мых показателей установлены значимые разли-
чия (Диаграммы 1–2) при p<0,005*

Проведение однофакторного дисперсион-
ного анализа для фактора наличия и отсутствия 
репродуктивных нарушений выявил связь фак-
тора с уровнями экспрессии T-клеточного звена 
иммунитета CD127– абсолютных лимфоцитов 
F(1;109) = 9,48, p=0,002 и относительных лимфо-
цитов F(1,109) =10,29, p=0,0018. Распределение 
частот генотипов исследуемых генов по группам 
соответствует равновесию Харди-Вайнберга.

Факторный дисперсионный анализ на поиск 
сочетанного действия уровня фенола и наличия 

T/T гомозиготного варианта гена FOXP3 устано-
вил связь факторов с уровнем экспрессии CD127– 
абсолютных лимфоцитов F(2,63) =3,82, p=0,027. 
Факторный анализ позволил обнаружить связь 
наличия репродуктивных нарушений при имею-
щемся C/T гетерозиготном полиморфизме гена 
FAS с уровнем экспрессии CD95+-относитель-
ных лимфоцитов F(2,63) = 4,59, p=0,035.

ВЫВОДЫ

Женщины, имеющие в анамнезе репродуктив-
ные нарушения и подверженные высокому уров-
ню контаминации биосред фенолом, характери-
зуются активацией экспрессии T-ре гу ля торных 
CD4CD127– лимфоцитов относительно конт-
рольной группы здоровых не экспонированных 
фенолами женщин. Также отмечается снижение 
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Диаграмма 1. Оценка экспрессии CD127– абсолютных (109 /дм3) и относительных лимфоцитов (%) для исследуе-
мых групп

Диаграмма 2. Оценка экспрессии CD95+ абсолютных (109 /дм3) и относительных лимфоцитов (%) для исследуемых 
групп
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ASSESSMENT OF CD127– AND CD95+ EXPRESSION AND GENETIC PROFILE 
OF WOMEN OF REPRODUCTIVE AGE EXPOSED TO PHENOL
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The paper presents the results of immunological and genetic blood studies of women of reproductive 
age living permanently under aerogenic exposure to phenol and having reproductive disorders as recurrent 
pregnancy loss. Immunological values –  expression of T-regulatory CD127 lymphocytes and expression 
of CD95+ lymphocytes involved in apoptosis were studied. The genetic profi le of women was analyzed 
and the polymorphic variants of genes FOXP3 T3499C rs3761547 and FAS C14405T rs1159120 partici-
pating in the expression of clusters were determined. It was found out that women having reproductive 
disorders and living under increased contamination of biological media with phenol have reduced level 
of expression of T-regulatory cells CD127 relative to healthy and unexposed women, and a lower level of 
CD95+ cells relative to the unexposed women and the norms. It results in malignant course of processes 
of reproductive disorders (recurrent pregnancy loss).
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экспрессии вовлеченных в апоптоз CD3CD95+ 
лимфоцитов как относительно контрольной 
группы, так и относительно референтного уров-
ня, что ассоциируется с полиморфностью кан-
дидатных генов (FOXP3, FAS), участвующих 
в регуляции экспрессии CD лимфоцитов.

Выявлена роль T/T гомозиготного вариан-
та гена FOXP3 в развитии повышенного уровня 
T-кле точной супрессии CD127–, а также C/T ге-
терозиготного варианта гена FAS в угнетении экс-
прессии CD95+ относительных лимфоцитов, что 
на уровне транскриптома может характеризовать 
как проявления условий экспозиции фенолами.
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ВВЕДЕНИЕ

Антропотехногенное изменение окружаю-
щей среды приводит, как известно, к увели-
чению риска здоровью населения. Характер 
отклика на воздействие окружающей среды за-
висит не только от специфики факторов, уров-

ня экспозиции, но и от наследственных, гене-
тических особенностей организма [1].

На территории Иркутской области располо-
жены крупнейшие предприятия теплоэнергети-
ки, переработки нефти, цветной металлургии, 
химической и нефтехимической, лесной, дере-
вообрабатывающей и целлюлозно-бумажной, 
легкой и пищевой промышленности, которые 
определяют количественный и качественный 
состав выбрасываемых загрязняющих веществ 
в атмосферу. В семи промышленных городах 
области уровень загрязнения атмосферного 
воздуха в период 2016–2017 гг. оценивается как 
высокий и очень высокий [2].

Алюминий относится к иммуно- и геноток-
сичным элементам. Он кумулируется и пода-
вляет функцию макрофагов, Т-лимфоцитов и В-
лимфоцитов. При этом алюминий вызывает не 
только супрессию клеточных реакций, но и ми-
тогенный эффект лимфоцитов. Предполагают, 

ИММУНОБИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
И СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ 
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что алюминий может быть одной из причин 
старческого клеточного иммунодефицита. Кро-
ме того, алюминий может вызывать аллергию, 
что обусловлено супрессивным влиянием этого 
микроэлемента на мутаген-опосредованный им-
мунный ответ. В то же время алюминий способ-
ствует обострению целого ряда аутоиммуных за-
болеваний в пожилом и старческом возрасте [9].

Цель. Изучить особенности индикаторных 
показателей иммунной регуляции и полимор-
физма генов у детей, выявить риски заболеваний 
детского населения Сибири в условиях внешнес-
редового аэрогенного воздействия алюминия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

На территории юга Сибири (Иркутская об-
ласть) обследовано 332 ребенка в возрасте от 4 
до 9 лет –  далее группа наблюдения, «случаи». 
На территории Красноярского края обследова-
но 90 детей в возрасте от 5 до 8 лет –  далее груп-
па сравнения, «контроли». Группы сопостави-
мы по этническому, гендерному и возрастному 
составу, социальному статусу.

У всех обследуемых проведено химическое, 
биохимическое и генетическое тестирование.

Химико-аналитическое исследование на 
содержание алюминия в биосредах методом 
масс-спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой на масс-спектрометре Agilent 7500сх 
(«Agilent Technologies Inc.», США) в соответ-
ствии с МУК 4.1.3230–14 «Измерение массовых 
концентраций химических элементов в биосре-
дах (кровь, моча) методом масс-спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой» [4].

Изменение содержания специфического 
к алюминию иммуноглобулина класса G (IgG) 
определяли в аллергосорбентном тесте с фер-
ментной меткой. Определение содержания ок-
сида азота, фактора эндотелия сосудов (VEGF) 
и ин тер лей кина-17 (IL-17) проводили методом 
иммуноферментного анализа.

У всех обследуемых был изучен полиморфизм 
однонуклеотидных замен (SNP) генов эндоте-
лиальной синтазы оксида азота eNOS, интер-

лейкина-17 IL17F и фактора эндотелия сосудов 
VEGFA. Генетический материал был выделен из 
периферической крови сорбентным методом. 
Для определения полиморфизма исследуемых 
генов использовали тест-системы «Синтол», 
Россия – набор реагентов для определения по-
лиморфизма Glu298Asp гена eNOS (rs1799983), 
набор реагентов для определения полиморфиз-
ма C/G гена IL17F (rs 612242) и реагентов для 
определения полиморфизма G634C гена VEGFA 
(rs 2010963).

Оценка генетического полиморфизма осу-
ществлялась методом полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени на при-
боре BioRAD CFX96™ Real-Time System (США) 
с последующей детекцией продуктов реакции 
методом аллельной дискриминации.

Расчет распределения частот генотипов и ал-
лелей в группах проводился с помощью Online-
программы «Ген Эксперт», используемой для 
расчета статистических параметров для иссле-
дований «слу чай-контроль», использующих SNP 
(диагностику однонуклеотидных полиморфиз-
мов).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Химико-аналитический анализ биосред по-
казал, что у наблюдаемой группы детей досто-
верно повышено содержание алюминия в моче 
по отношению к группе сравнения в 1,7 раз 
(p<0,05) (Таблица 1).

По результатам иммунобиохимического ана-
лиза крови детей установлено, что содержание 
специфического иммуноглобулина G к алюми-
нию у группы наблюдения выше референтного 
значения в 1,6 раза (p<0,05), у группы сравне-
ния –  в 2,3 раза (p<0,05) (Таблица 2).

Также было выявлено снижение уровня окси-
да азота у группы наблюдения в 1,25 раз относи-
тельно группы сравнения (p<0,05) (Таблица 2).

К ключевым полиморфизмам, реализующим 
взаимодействие антропогенных химических 
факторов и процессов иммунологического го-
меостаза, относится полиморфизм Glu298Asp 

Таблица 1. Сравнительная оценка содержания алюминия в биосредах

Показатель Референтное значение, 
мкг/см³ (по Тицу)

Группа наблюдения, 
(n=332) M±m

Группа сравнения, 
(n=90) M±m

Алюминий [моча], 
мг/дм³ 0–0,007 0,0212±0,0029* 0,0122±0,0042

Примечание: *-разница достоверна относительно группы сравнения (p<0,05)
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патогенетического гена эндотелиальной NO-
синтазы (eNOS) [3].

По результатам генотипирования установле-
но, что «случаи» и «контроли» в анализируемых 
выборках детского населения Иркутской обла-
сти и Красноярского края находятся в равно-
весии по критерию Харди-Вайнберга для гена 
eNOS (р=0,12 для «случаев»; р=0,36 для «кон-
тролей»), в таком случае исследуемые генетиче-
ские различия у населения двух регионов могут 
быть проанализированы с применением как 
мультипликативной так и аддитивной моделей.

По результатам анализа полиморфизма ге-
нов детского населения отмечается достоверное 
(p<0,05) различие G-аллеля и T-аллеля (Табли-
ца 3) и различие по генотипам (Таблица 4) гена 
эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) между 
группами различных территорий.

Установлено, что достоверность различия 
двух выборок детского населения по eNOS 
(rs1799983) формирует частотность генотипов 
G/G и Т/Т.

Следует отметить, что при обработке данных 
по генам IL17F и VEGFA результаты не соответ-
ствовали равновесию Харди-Вайнберга.

ОБСУЖДЕНИЕ

Продукт экспрессии гена eNOS фермент –  
эндотелиальная NO-синтаза, ответственный 
за синтез в сосудистой стенке оксида азота –  
важнейшего вазадилатотора, антиагреганта, 
антимитогена и антиоксиданта [14]. Наличие 
T-ал ле ля определяет высокий риск развития 
сер деч но-со су дис тых заболеваний: ишемиче-
ской болезни сердца [12], стенокардии, инфар-
кта миокарда [7], артериальной гипертензии [5], 
атеросклероза [10], лакунарного инсульта [8], 
ишемического инсульта [11], венозной тромбо-
эмболии [15], ревматоидного артрита [13].

Кроме этого, одной из основных функций 
сосудистого эндотелия в организме является 
участие в реакциях врожденного и адаптивно-
го иммунитета. Эндотелиоциты способны ис-
полнять роль антигенпредставляющих клеток, 

Таблица 2. Иммунобиохимические показатели детского населения экспонированного алюминием

Показатель Референтное 
значение

Группа наблюдения, (n=332) 
M±m

Группа сравнения, (n=90) 
M±m

IgG к алюминию, у. е. 0–0,1 0,159±0,02*/** 0,233±0,03

Оксид азота, мкмоль/дм³ 39–116,8 64,41±4,873** 80,514±14,995

VEGF, пг/мл 10–700 143,92±32,954 175,066±28,564

Интерлейкин-17, пг/мл 0–5 6,68±1,775 4,68±1,775

Примечание: *- разница достоверна относительно референтного значения (p<0,05); **- разница достоверна относитель-
но группы сравнения (p<0,05)

Таблица 3. Мультипликативная модель наследования (тест хи-квадрат, df=1) по гену eNOS

Аллели Случаи
n=332

Контроли
n=90

χ² р OR

знач. 95% CI

Аллель G 0,827 0,717
10,87 0,001

1,89 1,29–2,76

Аллель T 0,173 0,283 0,53 0,36–0,78

Таблица 4. Аддитивная модель наследования (тест Кохрана-Армитаджа для линейных трендов, xi=[0,1,2], df=1) 
по гену eNOS

Генотипы Случаи
n=332

Контроли
n=90

χ² р OR

знач. 95% CI

Генотип G/G 0,696 0,533

9,88 0,002

2,00 1,24–3,22

Генотип G/T 0,262 0,367 0,61 0,37–1,00

Генотип T/T 0,042 0,100 0,40 0,17–0,95
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экспрессируя на своей поверхности антигены, 
представлять их Т-лимфоцитам и секретировать 
интерлейкин-1 [6], что предполагает генетиче-
скую предрасположенность к развитию заболе-
ваний сердечно-сосудистой системы у населе-
ния юга Сибири.

ВЫВОДЫ

По результатам исследований состояния 
иммунитета и полиморфизма генов детского 
населения, проживающего в зоне аэрогенно-
го загрязнения алюминием, выявлено наличие 
ранних изменений иммунного статуса, которые 
проявляются в повышении содержания спец-
ифических иммуноглобулинов G к алюминию 
(р<0,05). По результатам изучения генетическо-
го полиморфизма двух регионов юга Сибири 
было установлено, что у детского населения экс-
понированной алюминием территории наблю-
даются достоверные различия по встречаемости 
аллелей и генотипов для гена eNOS (Glu298Asp, 
rs1799983) генотипы G/G и Т/Т и характеризует-
ся достоверным снижением экспрессии оксида 
азота у группы наблюдения на 25% относитель-
но группы сравнения (p<0,05), что указывает 
на раннюю реализацию предрасположенности 
к развитию патологии сердечно-сосудистой си-
стемы.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ/REFERENCES

1. Долгих В. В., Рычкова Л. В., Мандзяк Т. В., Маторо-
ва Н. И., Сахипова Г. Р., Давыдов А. В. Особенности 
физического развития и состояния здоровья де-
тей дошкольного и младшего школьного возраста 
в зависимости от уровня артериального давления 
в промышленных центрах Иркутской области// 
Acta Biomedica Scientifi ca. 2006. № 3 (49). С. 191–
193. [Dolgikh V. V., Rychkova L. V., Mandzyak T. V., 
Matorova N.I,. Sakhipova G. R., Davydov A. V. Features 
of physical development and health status of children 
of preschool and primary school age, depending on 
the level of blood pressure in the industrial centers of 
the Irkutsk region// Acta Biomedica Scientifi ca. 2006. 
№ 3 (49). р.191–193.]

2. Государственный доклад о состоянии и об охра-
не окружающей среды Иркутской области 
в 2016 году. –  Министерство природных ресурсов 
и экологии Иркутской области. –  Иркутск, 2017. 
[State report on the state and environmental protection 
of the Irkutsk region in 2016. –  The Ministry of Natu-
ral Resources and Ecology of the Irkutsk Region. –  Ir-
kutsk, 2017.]

3. Долгих О. В., Кривцов А. В., Бубнова О. А., Горшко-
ва К. Г., Дианова Д. Г., Вдовина Н. А., Пирогова Е. А., 
Безденежных В. А. Особенности генетического по-

лиморфизма и иммунного статуса у детей, экспо-
нированных бенз(а)пиреном // Вестник Перм-
ского университета. Серия: биология. 2014. Вып.4. 
С. 97–100. [Dolgikh O. V., Krivtsov A. V., Bubnova O. A., 
Gorshkova K. G., Dianova D. G., Vdovina N. A., Pirogo-
va E. A., Bezdenezhnykh V. A. Features of genetic poly-
morphism and immune status in children exposed to 
benzo (a) pyrene // Perm University Bulletin. Series: 
biology. 2014. Issue 4. P. 97–100.]

4. Измерение массовых концентраций химических 
элементов в биосредах (кровь, моча) методом 
масс-спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой [Электронный ресурс]. –  МУК 4.1.3230–
14. [Measurement of mass concentrations of chemical 
elements in biological media (blood, urine) by mass 
spectrometry with inductively coupled plasma [Elec-
tronic resource]. –  MUK 4.1.3230–14.]

5. Кузнецова Т. Ю. и др. Влияние полиморфизма 
Glu298Asp гена эндотелиальной NO-синтазы на 
развитие поражений органов-мишеней при уста-
новлении артериальной гипертензии в молодом 
возрасте //Сибирский медицинский журнал. 2010. 
Vol. 25. № . 2–1. [Kuznetsova T. Yu. and others. Infl u-
ence of the Glu298Asp polymorphism of the endothe-
lial NO synthase gene on the development of target 
organ lesions in establishing arterial hypertension at a 
young age // Siberian Medical Journal. 2010. Vol. 25. 
No. 2–1.]

6. Локтионова И. Л., Покровский М. В., Рагулина В. А., 
Титарева Л. В., Денисюк Т. А., Ступакова Е. В., 
Сытник М. В., Сароян К. В., Лосенок С. А. Состоя-
ние функции сосудистого эндотелия при инфек-
ционной патологии различной этиологии// Науч-
ные ведомости Белгородского государственного 
университета. Серия: Медицина. Фармация. 2012. 
№ 4 (123), вып. 17/1. С. 20–31. [Loktionova I. L., 
Pokrovsky M. V., Ragulina V. A., Titareva L. V., Deni-
syuk T. A., Stupakova E. V., Sytnik M. V., Saroyan K. V., 
Losenok S. A. The state of the function of the vascular 
endothelium in infectious diseases of various etiolo-
gies // Scientifi c Gazette of Belgorod State University. 
Series: Medicine. Pharmacy. 2012. № 4 (123), vol. 
17/1. P. 20–31.]

7. Поздняков Н. О., Мирошников А. Е., Поздняков С. О. 
К вопросу о клиническом значении полимор-
физмов генов еNOS и AGTR2 у пациентов с ин-
фарктом миокарда, стабильной и нестабильной 
формами стенокардии // Universum: медицина 
и фармакология. 2016. № . 1–2. P. 24. [Pozdnya-
kov N. O., Miroshnikov A. E., Pozdnyakov S. O. On the 
issue of the clinical signifi cance of eNOS and AGTR2 
gene polymorphisms in patients with myocardial in-
farction, stable and unstable forms of angina pecto-
ris // Universum: medicine and pharmacology. 2016. 
No. 1–2. P. 24.]

8. Топузова М. П. и др. Дисфункция эндотелия у боль-
ных с лакунарным инсультом //Лечение и профи-
лактика. 2013. № . 3. С. 37–45. [Topuzova M. P. and 
others. Endothelial dysfunction in patients with lacu-
nar stroke // Treatment and prevention. 2013. No. 3. 
pp.  37–45.]



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Иммунобиохимические показатели и полиморфизм генов 1133

IMMUNOBIOCHEMICAL INDICATORS AND COMPARATIVE 
EVALUATION OF POLYMORPHISM OF CHILDREN’S POPULATION GENES 

IN SOUTH SIBERIA

© 2019     O. V. Dolgikh1,2,3*, A. A. Mazunina1, A. V. Krivtsov1, 
M. A. Guselnikov1

*E-mail: oleg@fcrisk.ru
1FBSI “Federal Scientifi c Center for Medical and Preventive Health Risk 

Management Technologies”, Perm, Russia;
2Perm State National Research University, Perm, Russia;

3Perm National Research Polytechnic University, Perm, Russia

Received: 18.05.2019.  Accepted: 26.06.2019

The analysis of the features of immunoregulatory indicators of the child population living in the zone 
of airborne aluminum pollution was carried out. According to the results of immunological studies of the 
health of the child population, the presence of pathological changes in the immune system was revealed, 
which are manifested in a decrease in the phagocytic activity of cells, an increase in the level of the main 
classes of immunoglobulins, activation of T cell receptors CD127–, an increase in the content of cell death 
receptor CD95+ (р<0,05). The comparative polymorphism of the eNOS gene (rs1799983) was studied. 
The excessive frequency of the T allele of the eNOS gene (rs1799983) was established, which, under the 
conditions of the technogenic “aluminum” province, can cause the occurrence of diseases of the cardio-
vascular system in children.
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ВВЕДЕНИЕ

Синтетические 1,3,4-6Н-тиадиазины, отли-
чающиеся природой заместителей в положени-
ях 2- и 5- тиадиазинового цикла, представляют 
собой перспективный в отношении фармаколо-
гической активности класс органических сое-
динений. Получены представители этого класса 
с уникальным комплексом гипотермического 
и гипометаболического действия, антиагрегант-
ным и противовоспалительным эффектами, ан-
тистрессорными свойствами [1, 2]. Раскрытие 
и сужение 1,3,4-тиадиазинового кольца с об-
разованием тиольных производных [3] имеет 
значение в проявлении ими антиоксидантной 
активности.

В проведенных ранее исследованиях показана 
способность 2-амино пропил мор фо ли но-5-фе-
нил-6Н-1,3,4-тиадизина, ди гид ро бро ми да (сое-
динение L-14) и 2-мор фо ли но-5-фе нил-6Н-1,3,4-
тиа диа зина, гидробромида (соединение L-17), 
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корригировать метаболические нарушения (ги-
пергликемию, оксидативный стресс и активацию 
гликирования белков) при экспериментальном 
аллоксановом сахарном диабете [4]. Соединение 
L-17 также показало способность в этих условиях 
корригировать гипоинсулинемию, уровни про- 
и антивоспалительных цитокинов в крови [5].

Дальнейшее развитие исследований про-
тиводиабетической активности замещенных 
1,3,4-6H-ти а ди а зи нов предполагает обязатель-
ную оценку гематологических показателей для 
исключения их миелотоксического действия. 
В наших предыдущих исследованиях было 
установлено корригирующее влияние соеди-
нения L-17 на картину периферической крови 
при развитии аллоксанового сахарного диабе-
та у крыс [6]. Представляет интерес выяснить, 
специфичен ли данный эффект для одного сое-
динения, или же он характерен и для других за-
мещенных 1,3,4-6H-ти а ди а зинов.

Целью настоящего исследования являлась 
сравнительная оценка влияния соединений 
L-14 и L-17 из ряда замещенных 1,3,4-6H-ти а-
ди азинов, на гематологические показатели крыс 
с аллоксановым сахарным диабетом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на крысах линии 
Вистар массой 250–300 г. Содержание и выведе-
ние животных из эксперимента выполняли с со-
блюдением этических норм и правил, описан-
ных Международным Советом Медицинских 
Научных обществ (CIOMS) в «Международных 
рекомендациях по проведению ме ди ко-би о ло-
ги ческих исследований с использованием жи-
вотных» (1985), а также в соответствии приказу 
Министерства здравоохранения РФ № 708н от 
23.08.2010 г. «Об утверждении правил лабора-
торной практики».

Экспериментальных животных делили на 
5 групп (n=50). 1 – интактная группа (n=10). 
2 – крысы, которым вводили физиологический 
раствор (n=10). 3 – группа животных, которым 
моделировали аллоксановый сахарный диабет 
(n=10). 4 – крысы с аллоксановым сахарным диа-
бетом, которым вводили соединение L-14 (n=10) 
и 5 – крысы с аллоксановым сахарным диабетом, 
которым вводили соединение L-17 (n=10).

Моделирование аллоксанового сахарного 
диабета длительностью 30 сут (СД30) у крыс осу-
ществляли согласно следующей методике [7]. 
2-ами но про пил морфолино-5-фенил-6Н-1,3,4-
ти адизин, дигидробромид (соединение L-14) 

и 2-мор фо лино-5-фенил-6Н-1,3,4-тиадиазин, 
гидробромид (соединение L-17) был синтезиро-
ван по методу [8] на кафедре органической и био-
молекулярной химии хи ми ко-тех но ло ги чес ко го 
института УрФУ под руководством академика 
РАН О. Н. Чупахина. Одновременно с индукци-
ей СД вводили внутримышечно крысам соеди-
нения L-14 и L-17 в фармакологической дозе 
40 мг/кг массы животного с периодичностью 
3 раза в неделю в течение 4 недель. Животных 
выводили из эксперимента путем передозировки 
эфирного наркоза спустя 30 суток.

Для анализа периферической крови соверша-
ли забор крови из хвостовой вены крысы. Изме-
рения образцов крови осуществляли с помощью 
гематологического анализатора Celly 70 фирмы 
Biocode-Hycel (Франция), предназначенного для 
ветеринарии и адаптированного к гематологиче-
ским исследованиям на животных.

Аналогично исследованию [6], для верифи-
кации развития аллоксанового диабета у крыс 
определяли концентрации глюкозы, инсулина 
и гликированного гемоглобина. Концентрацию 
глюкозы в плазме крови животных определяли 
глюкозооксидазным методом наборами реаген-
тов «Новоглюк-КМ», («Вектор-Бест», Россия), 
содержание инсулина ‒ иммуноферментным 
методом Insulin ELISA (Швеция). Содержание 
гликированного гемоглобина оценивали в цель-
ной крови методом гель-хроматографии «Диабет-
тест» («Фосфосорб», Россия). Биохимические 
исследования выполняли на спектрофотометре 
DU-800 фирмы Beckman Coulter (США).

Статистическую обработку данных проводи-
ли в программном пакете «Statistica 8.0». Данные 
представлены в виде среднего арифметического 
и его стандартной ошибки (M±m). Сравнение 
групп выполняли с использованием критерия 
Манна-Уитни (U). Различия считали статисти-
чески значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При сопоставлении результатов гематологи-
ческих и биохимических исследований живот-
ных контрольной группы (1) с введением физи-
ологического раствора и интактной группы (2) 
не было отмечено статистически значимых раз-
личий. На основании этого, дальнейшее сравне-
ние полученных экспериментальных данных –  
групп 3, 4 и 5 осуществляли только с группой 1 
(интактных животных).

Спустя 30 суток после введения аллоксана 
у животных наблюдалась картина выраженных 
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метаболических нарушений, характерных для 
сахарного диабета. Это выражалось статистиче-
ски значимым увеличением уровня глюкозы на 
361% и гликированного гемоглобина на 39% на 
фоне снижения концентрации инсулина на 65% 
(Таблица 1).

При моделировании аллоксанового СД дли-
тельностью 30 суток значимого изменения со-
держания эритроцитов и концентрации гемо-
глобина в периферической крови животных 
отмечено не было. Изменения выражались лишь 
в увеличении средней концентрации гемоглоби-
на в эритроците (MCHC) и показателя ширины 
распределения эритроцитов (RDW) по сравне-
нию с группой интактных животных. Нараста-
ние анизоцитоза и появление аномальных форм 
эритроцитов при моделировании аллоксанового 
СД было показано нами ранее при исследовании 
их методом атомно-силовой микроскопии [9]. 
Исследованные соединения оказали неодина-
ковое влияние на показатели красной крови. 
При введении соединения L-14 отмечали воз-
растание показателя анизоцитоза (RDW), а так-
же среднего объема эритроцита (MCV), средне-
го содержания (MCH) и средней концентрации 
гемоглобина в эритроците (МСНС), что гово-
рит о неоднородности популяции красных кле-
ток крови и тенденции к их гиперхромии. MCV 
и MCH были на 8% выше при введении L-17 по 
сравнению с введением L-14 (Таблица 2). В отли-
чие от введения соединения L-14, при введении 

соединения L-17 крысам с СД30 наблюдали до-
стоверное увеличение количества гемоглобина 
(Hb), а показатели МСНС и RDW не отличались 
от группы интактных животных. Это свидетель-
ствует о преимущественной возможности соеди-
нения L-17 корригировать в состояние красной 
крови при аллоксановом сахарном диабете и мо-
жет служить косвенным признаком активации 
эритропоэза (Таблица 2).

Исследуя показатели белой крови, в группе 
с СД30 зарегистрировали статистически зна-
чимое снижение содержания лейкоцитов на 
12%, в сравнении с группой интактных живот-
ных, преимущественно за счет гранулоцитов. 
Остальные показатели белой крови при моде-
лировании аллоксанового диабета длительно-
стью 30 сут достоверно не изменялись. Корри-
гирующее действие соединений L-14 и L-17 на 
состояние белой крови отличалось (Таблица 3). 
На фоне введения L-17 мы наблюдали стати-
стически значимое снижение общего количе-
ства лейкоцитов на 35% за счет снижения числа 
гранулоцитов (Г/л) на 53%. Напротив, введение 
соединения L-14 позволило увеличить содержа-
ние гранулоцитов, которое превышало на 85% 
соответствующее значение в группе с введени-
ем L-17. Это отразилось и в более высоком со-
держании лейкоцитов в группе с введением со-
единения L-14 (на 45% выше, чем при введении 
L-14), которое соответствовало содержанию 
лейкоцитов у интактных животных.

Таблица 1. Изменение биохимических показателей крови крыс при СД30

Показатели Глюкоза, 
ммоль/л

Инсулин, 
мкг/л

Гликированный 
гемоглобин,%

Интактная группа 6,0±0,3 1,28±0,19 5,1±0,2

СД30 27,8±3,5* 0,45±0,07* 7,1±0,6*

Примечание: * –  достоверные различия от группы интактных животных (p<0,05).

Таблица 2. Изменение показателей красной крови крыс с СД30 и при введении L-14, L-17

RBC, Т/л Hb, г/дл Hct,% MCV, фл MCH, пг MCHC, г/дл RDW,%

Интактная 
группа 8,38±0,27 14,06±0,2 42,03±0,76 48,63±4,33 16,51±0,45 34,7±0,49 15,76±0,41

СД30 8,34±0,28 14,24±0,39 39,25±1,27 47,11±0,51 17,13±0,29 36,37±0,51* 16,81±0,24*

СД30+L-14 9,21±0,33 14,34±0,67 42,78±1,61 46,47±0,76 15,57±0,41^ 33,49±0,45^ 17,25±0,31*

СД30+L-17 8,74±0,2 15,24±0,45* 45,0±1,29 51,44±0,62#,& 17,8±0,13*,& 33,86±0,51# 16,62±0,16

Примечание: в табл. 2–4 статистически значимые различия (p<0,05) * –  с группой интактных животных; ^ –  между груп-
пами СД30 и СД30+L-14; # –  между группами СД30 и СД30+L-17; & –  между группами СД30+L-14 и СД30+L-17.
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Со стороны тромбоцитарного звена в группе 
СД30 наблюдали снижение общего числа тром-
боцитов (Plt), тромбокрита (Pct) и среднего 
объема тромбоцитов (MPV) по сравнению с ин-
тактными животными. При введении соедине-
ния L-14 отмечали рост общего числа тромбоци-
тов (Plt) и тромбокрита (Pct) более чем в 2 раза 
по сравнению с введением L-17. Это может 
быть связано с ускорением дифференциров-
ки клеток мегакариоцитарного ряда в костном 
мозге, и последующим их выходом в кровоток 
для восполнения популяции циркулирующих 
тромбоцитов. Напротив, при введении соеди-
нения L-17 отмечали уменьшение общего числа 
тромбоцитов в сравнении с интактной группой. 
MРV и показатель анизоцитоза тромбоцитов 
(PDW) достоверно увеличивались при введении 
соединения L-17 по сравнению с интактными 
животными и группой СД30 (Таблица 4).

ВЫВОДЫ:

1. Введение животным соединения L-14 
при развитии аллоксанового сахарного диабета 
у крыс лучше корригировало содержание лей-
коцитов за счет восстановления уровня грану-
лоцитов периферической крови, но в большей 
мере способствовало анизоцитозу, макроцитозу 
и гиперхромии эритроцитов, вызывало тромбо-
цитоз.

2. Введение соединения L-17, напротив, 
преимущественно корригировало измененные 
показатели красной крови (увеличение концен-

трации гемоглобина, нормализация среднего 
содержания гемоглобина в эритроците и пока-
зателя анизоцитоза), увеличивало средний объ-
ем и показатель анизоцитоза тромбоцитов.

3. Исследованные соединения L-14 и L-17, 
представители ряда замещенных 1,3,4-6Н-ти а ди-
а зи нов, обладают различиями в корригирующем 
действии на показатели периферической крови 
крыс при аллоксановом сахарном диабете.

Работа выполнена при поддержке РНФ 
(проект № 16-15-00039П) и государственного 
бюджетного финансирования, тема № АААА- 
А18-118020 590 1070. Работа выполнена с исполь-
зованием оборудования ЦКП ИИФ УрО РАН.
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ВВЕДЕНИЕ

Следствием чрезмерных физических нагрузок 
может быть повреждение, из-за нарушений ма-

кро- и микрогемодинамики, формирования ги-
поксии, наличия синдрома ишемия-реперфузия, 
миграции лейкоцитов в работающие мышцы, 
нарастания катаболических процессов и другие. 
Миогенный лейкоцитоз у спортсменов является 
временным, его величина напрямую связана с ин-
тенсивностью усилий (более выраженный в от-
вет на максимальную нагрузку), и наоборот [1]. 
Реакция лейкоцитов на физическую нагрузку 
является стереотипной: концентрация нейтро-
филов увеличивается во время и после трениров-
ки, а содержание лимфоцитов возрастает во вре-
мя физических упражнений и может снизиться 
ниже нормальных значений после длительной 
физической работы. В ответ на лейкоцитарную 
реакцию и мышечную активность должна быть 
усилена продукция цитокинов, которые облада-
ют мультифакторным действием: обеспечивают 
процессы межсистемного взаимодействия, от-
ражают иммунный статус организма спортсмена 
и адаптацию к физическим нагрузкам. Проис-

ВЛИЯНИЕ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА НА ПРОДУКЦИЮ 
ЦИТОКИНОВ ПРИ ХРОНИЧЕСКИХ ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗКАХ 
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Физическая нагрузка моделировалась в эксперименте на 42 белых беспородных крысах. Хро-
ническая физическая нагрузка субмаксимальной мощности моделировалась ежедневным плава-
нием в течение 30 минут –  21 день: первые семь дней животные плавали без груза в течение 30 ми-
нут, следующие две недели с грузом 2% от массы тела. На 9, 15 и 21 день эксперимента животные 
подвергались дополнительно максимальной физической нагрузке: плавали в течение 4-х минут 
с грузом массой 20% от веса тела. Церулоплазмин вводился на 1, 4 и 7 сутки физической нагрузки, 
в суммарной дозе 60 мг/кг массы тела. Забор крови проводился на 9, 15 и 21 сутки эксперимента. 
В условиях эксперимента на крысах показано, что хроническая физическая нагрузка субмакси-
мальной мощности приводит к активации функциональной активности лейкоцитов и повыше-
нию выработки ИЛ-6 на 15, 21 сутки и ИЛ-4 на 21 сутки эксперимента. Введение церулоплазмина 
при физических нагрузках субмаксимальной мощности нивелирует повышенные уровни цитоки-
нов (ИЛ-6, ИЛ-4) и приводит их к контрольным показателям.
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DOI: 10.31857/S102872210007243-2



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Церулоплазмин и интерлейкины 4 и 6 при хронической физической нагрузке 1141

ходит и активация острофазового ответа, в крови 
повышается концентрация белков острой фазы, 
в частности, церулоплазмина. Церулоплазмин 
(ЦП) –  медьсодержащий гликопротеин альфа-2-
глобулинововой фракции сыворотки крови об-
ладает мультифакторным действием на клетки 
крови при различных физиологических и пато-
логических состояниях организма.

Цель работы: выявить влияние ЦП на про-
дукцию про- и противоспалительных цитоки-
нов при ХФН субмаксимальной мощности

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось на 42 половозре-
лых белых беспородных крысах массой 180–200 гр. 
Все исследования выполнены в соответствии 
с «Правилами проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных». Па-
раметры крови определяли после физической 
нагрузки различной интенсивности. ХФН уме-
ренной мощности – ежедневное плавание в те-
чение 30 минут без груза. ХФН субмаксималь-
ной мощности – первые семь дней животные 
плавали без груза в течение 30 минут, следую-
щие две недели с грузом 2% от массы тела. Забор 
крови производили на 9, 15, 21 сутки через 15–
20 минут после дополнительной максимальной 
физической нагрузке: плавали в течение 4-х ми-
нут с грузом массой 20% от веса тела. нагрузки. 
Церулоплазмин (ЦП) вводился на 1, 4 и 7 сутки 
физической нагрузки, в суммарной дозе 60 мг/кг 
массы тела, что составляет 50% от его физиоло-
гического уровня в сыворотке крови. Контроль-
ная группа – интактные крысы. Интерлейкины 
6 и 4 определяли иммуноферментным методом 
с помощью наборов реагентов Rat IL-6, Rat IL-4 
фирмы «Platinum ELISA» (Австрия). Результаты 
обрабатывались общепринятыми методами ва-
риационной статистики: применяли критерий 
Ман на-Уитни; определяли основную тенден-
цию изменений (тренд) и коэффициент ап-
проксимации.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При ХФН субмаксимальной мощности ре-
гистрируется постепенное повышение ИЛ-6 на 
15 сутки на 42%, на 21 сутки – 84%. Возрастание 
ИЛ-4 на 17,4% отмечается на 21 день экспери-
мента при ХФН субмаксимальной мощности 
(Таблица 1).

Физическая нагрузка вызывает повышение 
в крови провоспалительного цитокина ИЛ-6, воз-
растание которого приводит к удовлетворению 

высоких энергетических требований. Законо-
мерный рост уровня ИЛ 6 при хронической фи-
зической нагрузке субмаксимальной мощности 
подтверждается восходящей линией тренда с вы-
соким коэффициентом аппроксимации R2=0,85 
(Рисунок 1). Постепенное повышение ИЛ-6 при 
ХФН субмаксимальной мощности, можно рас-
сматривать как механизм адаптации к нагрузке.

Несмотря на отсутствие достоверных откло-
нений уровня ИЛ-6 при ХФН субмаксимальной 
мощности на 9 и 15 сутки эксперимента линия 
тренда с высоким коэффициентом аппрокси-
мации R2=0,91 подтверждает его закономерное 
повышение в динамике нагрузки (Рисунок 2). 
Повышение концентрации цитокина ИЛ-4 от-
носительно контроля регистрируется лишь на 
21 сутки эксперимента, что можно расценивать 
как фактор, способствующий устранению по-
вреждений, вызванных интенсивной физиче-
ской деятельностью.

Под действием ЦП уровень ИЛ-6 и ИЛ-4 не 
превышает контрольных значений во все сроки 
эксперимента, происходит нормализация повы-
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Рисунок 1. Влияние ЦП на изменение концентрации 
ИЛ-6 при ХФН субмаксимальной мощности

Рисунок 2. Влияние ЦП на изменение концентрации 
ИЛ-4 при ХФН субмаксимальной мощности
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шенных значений цитокинов на 21 сутки ХФН 
субмаксимальной мощности (Таблица 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

В ряде исследований лейкоцитоз интерпрети-
руется как указание на повреждение скелетных 
мышц при интенсивной физической нагрузке [2]. 
Нейтрофилы обуславливают иммунный ответ 
во время физических упражнений через синтез 
нейроэндокринных медиаторов, кортикотропин 
релизинг-факторов, интерлейкинов, свободных 
радикалов. Их производство резко возрастет во 
время физических упражнений [3, 4]. Макрофа-
ги играют определенную роль в санации очага 
повреждения –  переход от про- к противовоспа-
лительному фенотипу в регенерирующей мыш-
це; предотвращают апоптоз миоцитов; секрети-
руют цитокины и факторы роста для активации 
миобластов, ангиогенеза [5]. Макрофаги после-
довательно управляют миогенезом во время ре-
парации поврежденных скелетных мышц. В от-
вет, скелетная мышца постоянно адаптируется 
путем изменения в экспрессии генов и стабиль-
ности белка, влияющих на ее физиологические 
функции и массу. В раннем периоде провос-
палительные макрофаги удаляют разрушенные 
клетки и синтезируют цитокины, которые игра-
ют ключевую роль в регуляции пролиферации, 
миграции и дифференциации клеток-сателлитов 
(миогенных клеток-предшественников). В даль-
нейшем вторжение противовоспалительных ма-
крофагов способствует восстановлению тканей 
и уменьшению воспаления. Эта система обеспе-
чивает эффективный механизм регенерации по-
сле острой травмы [2].

Дополнительным источником ИЛ-6 могут 
быть клетки скелетной мускулатуры, которые 
секретируют до 10–35% от его уровня в цирку-
ляции. Секреция ИЛ-6 определяется интенсив-
ностью нагрузки: при езде на велосипеде при 
40% максимальном потреблении кислорода 
(умеренная нагрузка) уровень ИЛ-6 остается не-
изменным, а при нагрузке с 60% максимальным 
потреблением кислорода (интенсивная нагруз-
ка) –  повышается в 2,5 раза. Повышение ИЛ-6 
следует рассматривать не только с точки зрения 
повреждения и формирования воспалительно-
го ответа, но и участия в иных физиологических 
и метаболических процессах. В печеночных 
и жировых клетках ИЛ-6 приводит к повышен-
ному выделению носителей энергии: глюкозы 
и жирных кислот, а в клетках скелетной му-
скулатуры –  к их усвоению и утилизации. ИЛ-6 
в мышечных клетках не только усиливает усвое-
ние энергетического носителя, но и стимулиру-
ет оксидацию жирных кислот [6]. По-видимому, 
метаболическое действие цитокина реализуется 
путем его воздействия на регуляторные вну-
триклеточные комплексы, а также за счет раз-
нонаправленного изменения чувствительности 
к инсулину. Доказательством действия ИЛ-6 на 
метаболизм являются исследования в опытах на 
мышах, у которых индуцировали генетический 
дефект этого цитокина – Knockout (КО) мо-
дели. В условиях отсутствия ИЛ 6 в организме 
существенно повышался вес животных и осо-
бенно содержание жира [7]. У этих животных 
были зарегистрированы повышение базального 
уровня глюкозы и нарушение ее усвояемость, 
что можно оценить как развитии инсулинрези-
стентности. Такие мыши с дефицитом ИЛ-6 не 

Таблица 1. Влияние ЦП на изменение концентрации ИЛ-6, ИЛ-4 при хронической физической нагрузке субмак-
симальной мощности

Группы сравнения Контроль (n=6) Опыт (животные, подвергшиеся хронической 
физической нагрузке)

9 сутки (n=6) 15 сутки (n=6) 21 сутки (n=6)

Интерлейкин-6, пг/мл

ХФН
13,59±1,83

18,42±2,61 19,34±0,99* 24,89±2,59*

ХФН+ЦП 16,23±2,03 17,21±0,69 19,52±2,82

Интерлейкин-4, пг/мл

ХФН
1,096±0,16

1,38±0,14 1,51±0,15 1,902±0,32*

ХФН+ЦП 1,23±0,12 1,18±0,16 1,28±0,12

Примечание: * –  достоверность различий по критерию Манна-Уитни с интактными животными
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способны к длительным физическим нагрузкам, 
во время тренировки у них нарушается усвоение 
кислорода [8]. Таким образом, можно сделать 
вывод, что ИЛ-6 необходим для обеспечения 
чувствительности организма к инсулину и обе-
спечения энергетических процессов в работаю-
щих органах (скелетной мускулатуре). ИЛ-6 
способствует также долгосрочной адаптации 
к физическим нагрузкам, которая заключается 
в новообразовании митохондрий и изменении 
состава мышечных волокон. Было высказано 
предположение, что именно ИЛ-6 является ги-
потетическим «фактором тренировки» [9].

Интерлейкин-4, представляет собой плей-
отропный цитокин, который играет важную 
роль в борьбе с воспалением. Основными про-
изводителями ИЛ-4 являются Т-клетки, туч-
ные клетки и нейтрофилы. Было показано, что 
и другие клетки, такие как, мышечные клетки, 
гепатоциты, фибробласты способны продуциро-
вать ИЛ-4. В ряде исследований было показано, 
что ИЛ-4, ИЛ-13, ИЛ-4RA и ИЛ-13Ra1 присут-
ствуют в скелетных мышцах и увеличивают свою 
концентрацию после силовых тренировок [10] 
Повреждения мышечных волокон становятся 
триггерами и запускают высвобождение противо-
воспалительных цитокинов [11]. ИЛ-4 приводит 
к устранению повреждений мышц, вызванных 
физической нагрузкой. Последние исследова-
ния показывают, что ИЛ-4 способствует росту 
мышечных клеток, и что этот цитокин действу-
ет как промиграционный агент для миогенных 
клеток. При отсутствии ИЛ-4 или рецепторов 
к ИЛ-4 происходит снижение мышечной мас-
сы и количества ядер в мышечных клетках [12]. 
Таким образом, увеличение содержание ИЛ-4 
после утомительной тренировки может быть 
важным для роста и восстановления мышечных 
волокон.

Введение ЦП приводит к нормализации по-
вышенных уровней цитокинов. Таким образом, 
ЦП, являясь основным антиоксидантом плазмы 
крови, оказал свое антирадикальное действие 
и снизил продукцию цитокинов нейтрофилами. 
Согласно, современным представлениям, ЦП 
является мультиферментом. ЦП может регули-
ровать ПОЛ, как перехватчик супероксидного 
анион –  радикала и гипохлорита [13]. ЦП об-
ладает СОД активностью, но в отличие от СОД 
функционирует в крови [14]. Он восстанавли-
вает О-

2 с помощью пары Си2+ до Н2О, пере-
хватывает свободные кислородные радикалы 
и предохраняет липидосодержащие структуры 

от повреждения [15]. ЦП оказывает выраженное 
антиоксидантное действие, нормализуя функ-
циональное состояние лейкоцитов и их способ-
ность продуцировать интерлейкины 4 и 6.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, при хронической физической нагрузке 
субмаксимальной мощности на 21 сутки в крови 
повышается уровень провоспалительного цито-
кина ИЛ-6 и противовоспалительного цитокина 
ИЛ-4. Возрастание ИЛ-6 приводит к удовлетво-
рению высоких энергетических требований ор-
ганизма при физических нагрузках. Повышение 
цитокина ИЛ-4 можно расценивать как фактор, 
способствующий устранению повреждений, вы-
званных интенсивной физической деятельно-
стью. Под действием ЦП, как антиоксиданта, 
нормализуется функциональное состояние лей-
коцитов и их способность продуцировать цито-
кины: уровень ИЛ-6 и ИЛ-4 не превышает кон-
трольных значений во все сроки эксперимента, 
происходит нормализация повышенных зна-
чений цитокинов при ХФН субмаксимальной 
мощности на 21 сутки эксперимента.
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Exercise was modeled in an experiment on 42 white mongrel rats. Chronic physical exercise sub-
maximal power was modeled by daily swimming for 30 minutes –  21 days: the fi rst seven days the ani-
mals swam without load for 30 minutes, the next two weeks with a load of 2% of body weight. On the 
9th, 15th and 21st day of the experiment, the animals were additionally subjected to maximum exercise: 
they swam for 4 minutes with a weight of 20% of their body weight. Ceruloplasmin was administered on 
the 1st, 4th and 7th day of physical activity, in a total dose of 60 mg / kg body weight. Blood sampling was 
carried out on the 9th, 15th and 21st day of the experiment. Under the experimental conditions in rats, it 
was shown that chronic physical exertion of submaximal power leads to the activation of the functional 
activity of leukocytes and an increase in the production of IL-6 by 15, 21 days and IL-4 by 21 days of the 
experiment. The introduction of ceruloplasmin during physical exertion of submaximal power levels out 
elevated levels of cytokines (IL-6, IL-4) and leads them to control indicators.
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ВВЕДЕНИЕ

Согласно современным представлениям, ге-
патопротекторные препараты для лечения ток-
сических поражений печени должны обладать 
следующими свойствами:

хорошей всасываемостью в желудочно-ки-• 
шеч ном тракте;
эффектом “первого прохождения” через пе-• 
чень;
способностью к естественному метаболизму • 
при имеющейся патологии печени;
энтерогепатической циркуляцией и способ-• 
ностью предупреждать образование высоко-
активных повреждающих соединений или 
способностью связывать такие соединения;

противовоспалительными и иммуномодули-• 
рующими свойствами;
способностью подавлять фиброгенез; а так-• 
же стимулировать регенеративные и репара-
тивные процессы в печени;
отсутствием токсичности.• 
К сожалению, на сегодняшний день ни один 

из использующихся в медицинской практике ге-
патопротекторов не удовлетворяет в полной мере 
этим требованиям, хотя в последние годы арсе-
нал современных гепатозащитных средств рас-
ширился за счёт появления как синтетических 
препаратов, так и новых природных (в основном 
растительного происхождения) средств.

В настоящее время при лечении токсических 
поражений печени важная роль отводится пато-
генетической терапии, которая направлена на 
коррекцию факторов, играющих существенную 
роль в механизмах повреждения паренхимы пе-
чени.

В комплексном лечении токсических пора-
жений печени применяют и такую фармаколо-
гическую группу препаратов, которые обладают 
избирательным защитным действием в отно-
шении печени –  это так называемые гепатопро-
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текторы. Их системное действие направлено на 
восстановление гомеостаза в органе, повышение 
устойчивости гепатоцитов к воздействию пато-
генных факторов, нормализацию функциональ-
ной активности и стимуляцию репаративно-
регенерационных процессов в печени.

Следует отметить, что проблема создания 
эффективного гепатопротекторного препарата, 
отвечающего вышеприведенным требованиям, 
остается до настоящего времени недостаточно 
разработанной и, в связи с этим, актуальной для 
решения задач здравоохранения по сохранению 
полноценного здоровья народонаселения Рос-
сии [1, 2].

Выполненные нами исследования, а также 
многолетний опыт проведения эксперименталь-
ных исследований по изучению микроорганиз-
мов, обладающих пробиотическими свойствами, 
и практического использования лекарственных 
средств и препаратов, созданных на их основе, 
позволили нам полагать с высокой степенью ве-
роятности о наличии возможности разработки 
нового пробиотического гепатопротекторного 
средства [2, 3].

Цель исследования – выбор микроорганиз-
мов для конструирования комплексного про-
биотического препарата с выраженным гепато-
протекторным действием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена в ФГБУН Институте им-
мунологии и физиологии УрО РАН.

Для решения поставленной задачи необхо-
димо было, в первую очередь, провести иссле-
дования по выбору конкретного вида и штамма 
пробиотического микроорганизма, в экспери-
ментальных исследованиях изучить его биологи-
ческие свойства и по совокупности полученных 
результатов принять решение о целесообразно-
сти создания на его основе экспериментального 
образца нового гепатопротекторного средства.

В настоящее время накоплен значительный 
научный материал, свидетельствующий о том, 
что наибольшим биологическим потенциалом 
и набором конкретных позитивных свойств, ко-
торые эффективно можно использовать для раз-
работки пробиотических препаратов являются 
непатогенные спорообразующие микроорганиз-
мы рода Bacillus и, в частности, различные штам-
мы сенной палочки. Установлено, что они харак-
теризуются выраженными антагонистическими 
свойствами в отношении многих видов условно-
патогенных и патогенных микроорганизмов, 

способностью оказывать иммуномодулирующее 
действие (в основном за счет стимулирования 
различных звеньев клеточного и гуморального 
иммунитета), а также обладают антитоксически-
ми, антиаллергическими, противорадиационны-
ми и другими эффектами [4, 5].

Выбор бактериальных микроорганизмов, 
перспективных для использования их в качестве 
основы для создания новых пробиотических 
препаратов, осуществляли по следующим кри-
териям: результатам всестороннего изучения их 
родовых и видовых характеристик, а также био-
логических особенностей выбранных штаммов; 
отсутствию патогенных свойств, безопасности 
для человека (в комплексных доклинических ис-
следованиях); степени антагонистической актив-
ности в отношении различных видов патогенных 
и ус лов но-па то ген ных микроорганизмов; уров-
ню биохимических свойств; отсутствию гемоли-
тической активности, выраженности лечебных 
и протективных свойств пробиотиков, сконстру-
ированных с их использованием [6, 7].

Согласно требованиям, приведенным в Сани-
тарных правилах СП 1.2.731–99, штаммы Bacillus 
subtilis относятся к сапрофитам, то есть микроор-
ганизмам, непатогенным для человека и живот-
ных, работа с ними не требует специальных мер 
биологической защиты.

Определение антагонистической активности 
проводили в отношении тест-культур, получен-
ных из музея ФГБУ ГИСК им. Л. А. Тарасеви-
ча. Для проведения исследований использовали 
штаммы тест-культур: Staphylococcus aureus 209P, 
Staphylococcus epidermidis АТСС 14990, Candida 
albicans ИМВ 690, Pseudomonas aeruginosa АТСС 
9024, Salmonella typhimurium 55, Escherichia coli 
0157, Streptococcus pyogenes АТСС 19615, Proteus 
vulgaris 177.

Родовую индикацию и видовую идентифика-
цию проводили используя традиционные микро-
биологические методы исследований, а также 
идентификационные наборы МИКРО-ЛА-ТЕСТ 
и книги кодов СМММ-2 и Микроб-Ав то мат.

Конструирование, приготовление, изучение 
свойств, условий хранения и создаваемых на их 
основе экспериментальных образцов пробиоти-
ческих препаратов осуществляли в соответствии 
с действующими требованиями и рекомендаци-
ями, изложенными в источниках литературы, 
посвященных вопросам биотехнологии [8, 9].

Отбор проб для бактериологических иссле-
дований проводили установленным порядком. 
Идентификацию выделенных микроорганизмов 
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осуществляли после получения чистых культур 
по морфологическим, культуральным, биохими-
ческим и антигенным признакам с использова-
нием идентификационных наборов.

Статистическую обработку осуществляли 
с помощью пакетов компьютерных программ 
Microsoft Offi  ce Excel 2007 и “Statistica 6.0”. Ре-
зультаты представлены в виде средней ариф-
метической (M) и средней ошибки среднего 
арифметического (m). Использовали метод дис-
персионного анализа (ANOVA). Оценку нор-
мальности распределения полученных данных 
проводили по методу Кол мо го ро ва-Смир но ва. 
Для оценки достоверности межгрупповых раз-
личий использовали непараметрический U-кри-
те рий Ман на-Уитни и параметрический F-кри-
те рий Фишера в зависимости от нормальности 
распределения данных. Проверку статистиче-
ских гипотез осуществляли при критическом 
уровне значимости р<0,05. В ряде случаев для 
сравнения зависимых выборок использовали 
непараметрический W-кри те рий Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На данном этапе нами были проведены экс-
периментальные исследования по углубленно-
му изучению биологических свойств вышепе-
речисленных штаммов с целью обоснования 
объективных критериев для выбора конкрет-
ного штамма, обладающего наиболее приемле-
мыми свойствами для конструирования на его 
основе экспериментального образца гепатопро-
текторного средства.

Одним из важных критериев безопасного 
применения пробиотических штаммов для соз-
дания фармакологических препаратов является 
отсутствие у них гемолитической активности.

Анализ полученных сравнительных экспе-
риментальных данных свидетельствует о том, 
что все выбранные для исследований бактери-
альные штаммы обладают достаточно высоким 
уровнем специфической антагонистической 
активности и способны подавлять рост и раз-
множение тест-штаммов различных групп па-
тогенности, Таблица 1.

Таблица 1. Оценка антагонистической активности споровых культур штаммов Bacillus subtilis (M±m, n=3)

№ п/п Образцы 
препаратов
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. Bacillus subtilis 
В-2335

23,6±2,0* 24,5±2,3* 26,9±3,1* 20,8±1,8* 22,3±1,9* 14,4±1,1* 21,2±1,9*

2. Bacillus subtilis 
В-4759

20,2±1,8* 21,6±1,9* 23,2±2,1* 19,8±1,7* 17,1±1,5* 16,6±1,5* 17,9±1,6*

3. Bacillus subtilis 
В-2895

20,3±1,9* 21,8±1,9* 22,5±2,0* 19,3±1,6* 18,4±1,8* 14,6±1,2* 17,3±1,7*

4. Bacillus subtilis 
В-3679

24,7±2,8* 20,5±1,8* 23,6±2,2* 24,0±2,6* 17,7±1,6* 12,9±1,1* 21,5±2,0*

5. Bacillus subtilis 
В-9906

28,1±3,7* 26,0±3,2* более 35 23,3±2,2* 21,6±1,8* 19,4±1,6* 23,1±2,2*

6. Bacillus subtilis 
В-9909

20,6±2,0* 19,2±1,6* 22,8±2,1* 22,2±2,1* 15,6±1,3* 13,4±1,1* 20,6±1,9*

7.
Контроль 
(стерильное 
вазелиновое масло)

0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

Примечание: * –  достоверные (р<0,05) различия по U-критерию Манна-Уитни по отношению к группе «Контроль (сте-
рильное вазелиновое масло)».
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В наших исследованиях (Таблица 2), установ-
лено полное отсутствие гемолитических свойств 
у штаммов Bacillus subtilis В-2335, Bacillus subtilis 
В-9906, незначительный уровень гемолитиче-
ской активности обнаружен у штаммов Bacillus 
subtilis В-4759, Bacillus subtilis В-9909, Bacillus 
subtilis В-3679 и Bacillus subtilis В-2895.

ОБСУЖДЕНИЕ

Отмечено, что наибольшая антагонистиче-
ская активность определяется у штаммов Bacil-
lus subtilis В-4759, Bacillus subtilis В-9906, Bacillus 
subtilis В-9909, в тоже время размеры зоны по-
давления у штамма Bacillus subtilis В-9906 были 
практически во всех случаях выше, чем у других 
сравниваемых штаммов. Таким образом, оцен-
ка биохимической активности изучаемых штам-
мов, показала, что протеолитические и амило-
литические ферменты при глубинном способе 
культивирования в наибольших концентрациях 
синтезируются в жидких питательных средах 
такими штаммами, как Bacillus subtilis В-9906, 
Bacillus subtilis В-4759, Bacillus subtilis В-2335. 

Причем штаммы Bacillus subtilis В-9906, Bacillus 
subtilis В-4759 обладали способностью продуци-
ровать указанные ферменты не только сравни-
тельно в более высоких концентрациях, но и на 
более ранние сроки культивирования.

ВЫВОДЫ

1. Наибольшую антагонистическую актив-
ность в отношении патогенных и условно-пато-
ген ных микроорганизмов проявили пробиоти-
ческие штаммы Bacillus subtilis В-2335, В-4759, 
В-9906.

2. Установлено, что штаммы Bacillus subtilis 
В-9906, Bacillus subtilis В-4759 обладали способ-
ностью продуцировать протеолитические и ами-
лолитические ферменты не только сравнительно 
в более высоких концентрациях, но и на более 
ранние сроки культивирования;

3. Установлено полное отсутствие гемолити-
ческих свойств у штаммов Bacillus subtilis В-2335, 
Bacillus subtilis В-9906;

4. Наиболее перспективными штаммами для 
конструирования комбинированного биогепа-

Таблица 2. Гемолитическая активность исследуемых штаммов Bacillus subtilis (M±m, n=3)

Исследуемая 
культура

Срок 
наблюдения, 

сут.

Зона гемолиза на питательных средах, мм

Плотная питательная среда Гаузе 2 с добавлением дефибринированной 
кроличьей крови,%

10% кровяной 
агар

10% кровяной 
агар

20% кровяной 
агар + 1% 
глюкоза

10% кровяной 
агар

20% кровяной 
агар + 1% 
глюкоза

№ серии 18 19 19 20 17

Bacillus subtilis 
В-2335

2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

3 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

Bacillus subtilis 
В-4759

2 1,2±0,1 1,4±0,2 1,1±0,1 2,3±0,3 1,0±0,1

3 1,3±0,1 1,0±0,1 1,2±0,1 2,0±0,2 0,0±0,0

Bacillus subtilis 
В-2895

2 1,0±0,1 1,1±0,1 1,0±0,1 3,5±0,8 2,3±0,4

3 1,3±0,1 1,2±0,1 1,1±0,1 5,2±1,4 1,2±0,1

Bacillus subtilis 
В-3679

2 2,8±0,6 2,1±0,1 0,0±0,0 2,0±0,2 2,1±0,2

3 2,3±0,4 2,0±0,3 0,0±0,0 2,5±0,5 2,7±0,5

Bacillus subtilis 
В-9906

2 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

3 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

Bacillus subtilis 
В-9909

2 1,0±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,1±0,1

3 1,3±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 1,2±0,1

Примечание: достоверных (р<0,05) различий по U-критерию Манна-Уитни по отношению к соответствующим группам 
высеянных на «плотной питательной среде Гаузе 2 с добавлением дефибринированной кроличьей крови» не установлено.
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топротектора являются три штамма: Bacillus sub-
tilis В-2335, В-4759, В-9906.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время по результатам многочис-
ленных теоретических и экспериментальных ис-
следований определена роль и основные функ-
ции нормальной микрофлоры человека [1–3].

Так установлено, что нормальная микро-
флора участвует в обмене веществ, экзоген-
ных субстратов и метаболитов, белков, жиров, 
углеводов, холестерина, стероидных гормонов, 
желчных солей и т. п., регулирует сорбцию и вы-
деление ионов Na, Cl, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, P, 
Mn и др., обладает антагонистической активно-
стью к патогенной и ус лов но-па то ген ной ми-

крофлоре [2, 3, 4], является одним из факторов 
неспецифической устойчивости, продуцирует 
биологически активные соединения, в том числе 
антибиотики и витамины группы В, К и др. Она 
также обеспечивает колонизационную рези-
стентность микроорганизмов, участвуют в про-
цессах физиологического воспаления и способна 
оказывать детоксицирующее и антимутагенное 
воздействие, путем разрушения канцерогенных 
веществ. Считается также, что нормальная ми-
крофлора – это “хранилище и источник различ-
ных хромосомных и плазмидных генов” [3–5].

Считается, что единственным эффективным 
способом восстановления состава микрофлоры 
и нормализации ее функционирования являет-
ся использование пробиотических препаратов 
в рамках современной концепции микробиоло-
гической терапии.

В настоящее время к числу высокоэффектив-
ных лечебно-профилактических медикамен-
тозных средств отечественные и зарубежные 
специалисты относят пробиотические фарма-
кологические препараты [3, 5, 6].

ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
НОВОГО МЕТАБИОТИКА
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Пробиотики –  медицинские иммунобиоло-
гические препараты на основе живых бактерий, 
антагонистически активных в отношении пато-
генных и условно-патогенных микроорганизмов 
и не оказывающих отрицательного влияния на 
представителей нормальной микрофлоры [5, 6].

Особую значимость дисбиотические про-
цессы приобретают при возникновении заболе-
ваний органов и тканей полости рта, в частно-
сти, пародонтитах различной степени тяжести 
(от легкой до тяжелой степени) и распространен-
ности (локализованные, генерализованные).

При пародонтитах происходит существенное 
изменение микробного пейзажа, перестройка 
аэробной аутохтонной микрофлоры, увеличе-
ние количества условно-патогенных и анаэ-
робных видов. Приводим перечень и частоту 
выделения различных микроорганизмов у боль-
ных пародонтитом и здоровых лиц Так, лакто-
бациллы выделяли (%) соответственно в 81,7 
и 91,6 случаев, Streptococcus salivarius 43,3 и 100,0 
Streptococcus sanguis 34,1 и 85,9, Streptococcus mitis 
35,8 и 19,6, Streptococcus mutans 35,8 и 12,1, Strep-
tococcus pyogenes 13,3 и 0,0 Staphylococcus aureus 
55,0 и 26,2, Staphylococcus epidermidis 43,3 и 63,5, 
Candida spp. 50,0 и 21,3, Escherichia coli 17,5 и 0,0 
Klebsiella spp. 12,5 и 0,0 Proteus spp. 4,2 и 0,0 
Enterоbacter spp. 6,6 и 0,0 Pseudomonas aeruginosae 
2,5 и 0,0 Neisseriae 13,3 и 7,9, Fusobacterium spp. 
50,0 и 2,9, Veillonella spp. 59,2 и 14,9, Bacteroides 
spp. 50,0 и 24,3, Artinomyces spp. 60,0 и 1,8, Por-
phyromonas spp. 25,8 и 0,0 Prevotella spp. 57,5 и 2,8, 
Peptostreptococcus spp. 12,0 и 0,0 [7, 8].

Приведенные экспериментальные данные яв-
ляются объективным доказательством наличия 
дисбиоза ротовой полости у больных пародон-
титом, сопровождающегося существенным воз-
растанием общего количества различных видов 
ус лов но-па то ген ных микроорганизмов на фоне 
значительного уменьшения представителей нор-
мальной микрофлоры.

Целью настоящего исследования явилось 
кли ни ко-лабораторное исследование нового 
метабиотического препарата Дентозар на осно-
ве биологически активных веществ пробиотиче-
ского штамма Bacillus subtilis B-3679 для оценки 
состояния и динамики изменения таких инте-
гральных иммунологических показателей, ха-
рактеризующих состояние здоровья пациентов, 
как уровень активности лизоцима и концентра-
цию s Ig A, а также Ig A, M, G в слюнной жид-
кости больных хроническим генерализованным 
пародонтитом средней степени тяжести.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена в ФГБУН Институте им-
мунологии и физиологии УрО РАН.

Выбор бактериальных микроорганизмов, 
перспективных для использования их в качестве 
основы для создания новых пробиотических 
препаратов, осуществляли по следующим кри-
териям: результатам всестороннего изучения их 
родовых и видовых характеристик, а также био-
логических особенностей выбранных штаммов; 
отсутствию патогенных свойств, безопасности 
для человека (в комплексных доклинических ис-
следованиях); степени антагонистической актив-
ности в отношении различных видов патогенных 
и ус лов но-па то ген ных микроорганизмов; уров-
ню биохимических свойств; отсутствию гемоли-
тической активности, выраженности лечебных 
и протективных свойств пробиотиков, сконстру-
ированных с их использованием [3, 4].

Использовали бактериальные споровые куль-
туры следующего пробиотического штамма Ba-
cillus subtilis В-3679. Данный штамм депонирован 
и находится на постоянном хранении во Всерос-
сийской Коллекции Промышленных Микроор-
ганизмов (ФГУП ГосНИИГенетика).

Определение антагонистической активности 
проводили в отношении тест-культур, получен-
ных из музея ФГБУ ГИСК им. Л. А. Тарасеви-
ча. Для проведения исследований использовали 
штаммы тест-культур: Staphylococcus aureus 209P, 
Staphylococcus epidermidis АТСС 14990, Candida 
albicans ИМВ 690, Pseudomonas aeruginosa АТСС 
9024, Salmonella typhimurium 55, Escherichia coli 
0157, Streptococcus pyogenes АТСС 19615, Proteus 
vulgaris 177.

Родовую индикацию и видовую идентифика-
цию проводили используя традиционные микро-
биологические методы исследований, а также 
идентификационные наборы МИКРО-ЛА-ТЕСТ 
и книги кодов СМММ-2 и Микроб-Автомат.

Конструирование, приготовление, изучение 
свойств, условий хранения и создаваемых на их 
основе экспериментальных образцов пробиоти-
ческих препаратов осуществляли в соответствии 
с действующими требованиями и рекомендаци-
ями, изложенными в источниках литературы, 
посвященных вопросам биотехнологии [4, 5].

В состав экспериментального образца пре-
парата комплекса БАВ были включены мета-
болиты пробиотических бактериальных клеток 
Bacillus subtilis ВКПМ В-3679, прополис, нико-
тиновая кислота, кальция пантотенат, пиридок-
син, ментол, эфирные масла мяты перечной, 
шалфея, лаванды, а также глицерин.
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Комплекс биологически активных веществ 
получали в лабораторных условиях по имею-
щимся в настоящее время в научной литературе 
рекомендациям [3, 4, 6, 7].

Метаболиты выделяли из КЖ, находящихся 
в конце экспоненциальной фазы роста бактери-
альных клеток Bacillus subtilis штаммов В-3679 
при их глубинном культивировании.

Качественное и количественное содержание 
метаболитов определяли методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии. Разде-
ление проводили при комнатной температуре 
с использованием колонки Supelcosil™ LC-18 
(250 х 4,6 мм, размер частиц ¾ 5 мкм).

Химический состав выделяемых БАВ в соста-
ве Дентозара в среднем характеризовался следу-
ющими показателями: белково-полисаха рид ный 
комплекс – 250–300 мг.г-1; (общее количество 
белка) свободные аминокислоты –  120–140 мг.г-1; 
гексозамин –  40–50 мг.г-1; пуриновые и пирими-
диновые основания: аденин –  16–17 мг.г-1, гуа-
нин –  2–3 мг.г-1, цитозин –  2–4 мг.г-1, тиамин –  
3–5 мг.г-1, урацил –  12–14 мг.г-1; водорастворимые 
витамины: пиридоксин (В6) –  1,5 мкг.г-1, рибоф-
лавин (В2) –  1,7 мкг.г-1; ферментативный ком-
плекс: активность протеолитических фермен-
тов –  900–950 ед.г-1, активность амилолитических 
ферментов – 1000–1100 ед.г-1; антибиотики 
и антибиотикоподобные соединения –  0,1–0,5%; 
другие соединения –  менее 5%.

Незначительные колебания химического со-
става зависели в основном от условий культиви-
рования (качества питательных сред) и техноло-
гических особенностей выделения БАВ [8].

Для оценки активности клеточных факторов 
неспецифического иммунитета у эксперимен-
тальных животных получали клетки перитонеаль-
ного экссудата. Метаболическую активность фа-
гоцитов определяли в НСТ-тесте. Исследование 
фагоцитарной активности нейтрофилов и моно-
цитов периферической крови, перитонеальных 
макрофагов осуществляли путем спектрофото-
метрии клеточной суспензии (КМС) с добавле-
нием соответствующих красителей. Определение 
количества Т- и В-лимфоцитов периферической 
крови проводили в реакции розеткообразования 
с отмытыми эритроцитами барана.

Под наблюдением находилось 35 пациентов 
(20 мужчин и 15 женщин), средний возраст ко-
торых составлял 51 год, клинический диагноз –  
хронический генерализованный пародонтит 
средней степени тяжести был установлен в со-
ответствии с действующими в настоящее время 
критериями.

Отбор проб для бактериологических иссле-
дований проводили установленным порядком. 
Идентификацию выделенных микроорганизмов 
осуществляли после получения чистых культур 
по морфологическим, культуральным, биохими-
ческим и антигенным признакам с использова-
нием идентификационных наборов.

Статистическую обработку осуществляли 
с помощью пакетов компьютерных программ 
Microsoft Offi  ce Excel 2007 и “Statistica 6.0”. Ре-
зультаты представлены в виде средней ариф-
метической (M) и средней ошибки среднего 
арифметического (m). Использовали метод дис-
персионного анализа (ANOVA). Оценку нор-
мальности распределения полученных данных 
проводили по методу Кол мо го ро ва-Смир но ва. 
Для оценки достоверности межгрупповых раз-
личий использовали непараметрический U-кри-
те рий Манна-Уитни и параметрический F-кри-
те рий Фишера в зависимости от нормальности 
распределения данных. Проверку статистиче-
ских гипотез осуществляли при критическом 
уровне значимости р<0,05. В ряде случаев для 
сравнения зависимых выборок использовали 
непараметрический W-критерий Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Из значительного количества (56 видов) вы-
деленных и идентифицированных видов микро-
организмов как аэробов, так и анаэробов, для 
дальнейших исследований были выбраны, наи-
более распространенные и типичные для дан-
ного заболевания виды: стафилококки (2 вида), 
стрептококки (3 вида), кишечная палочка, гри-
бы, вейлонеллы, актиномицеты, псевдомона-
ды, фузобактерии, трепонемы, нейсерии, про-
теи, Таблица 1.
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Рисунок 1. Динамика изменения уровня лизоцима 
в слюнной жидкости (n=4).
Примечание:  * –  достоверные (р<0,05) по U-критерию 
Ман на-Уитни различия в группе «Дентозар» по отноше-
нию к группе «Асепта».
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На следующем этапе исследований группе 
больных назначали комплекс БАВ, который 
применяли аэрозольным способом 4 раза в сут-
ки на протяжении 7 дней. Контрольную группу 
составили 10 человек в возрасте от 45 до 60 лет, 
которые для лечения использовали коммерче-
ское гигиеническое средство асепта.

Динамика изменения концентрации лизоци-
ма в слюнной жидкости больных хроническим 
генерализованным пародонтитом средней тя-
жести представлена на Рисунке 1.

Результаты лабораторных исследований по 
оценке изменения уровня иммуноглобулинов 
sIg A, а также Ig A, M, G в слюнной жидкости 
больных хроническим генерализованным паро-
донтитом средней тяжести представлены в Та-
блице 2.

Ниже приводим также результаты экспери-
ментальных исследований по изучению часто-
ты выделения различных видов микроорганиз-
мов до и после применения комплекса БАВ, 
Таблица 3.

Таблица 1. Оценка антагонистической активности эликсира дентозар в отношении наиболее типичных видов ми-
кроорганизмов, выделенных из ротовой полости больных хроническим генерализованным пародонтитом сред-
ней тяжести (M±m, n=3)

№ , п/п Вид 
микроорганизма

Размеры зоны 
подавления роста, мм

№ , п/п Вид 
микроорганизма

Размеры зоны 
подавления роста, мм

1. Staphylococcus 
aureus

30,8±1,6* 8. Veillonella parvula 29,3±1,6*

2. Staphylococcus 
epidermidis

более 351 * 9. Neisseria spp. 29,2±1,6*

3. Streptococcus 
pyogenes

25,2±1,8* 10. Actinomyces spp. 24,5±1,7*

4. Streptococcus 
haemolyticus

25,7±1,8* 11. Treponema 
macrodentium

20,6±1,3*

5. Streptococcus 
mutants

26,4±1,9* 12. Fusobacterium 
polymorphum

22,4±1,5*

6. Escherichia coli более 35* 13. Proteus vulgaris более 35*

7. Pseudomonas 
aeruginosa

23,0±1,4* 14. Candida albicans 33,6±2,1*

15. Контроль (стерильное вазелиновое масло) 0,01±0,00

Примечания: Величина зоны подавления, равная 35 мм и более свидетельствовало о максимальном уровне антагони-
стической активности; * –  достоверные (р<0,05) различия по U-критерию Манна-Уитни по отношению к группе «Кон-
троль (стерильное вазелиновое масло).

Таблица 2. Динамика изменения уровня иммуноглобулинов (M±m, n=6)

№ , 
п/п

Исследуемые 
показатели, 
мг×см-3

У больных 
до лечения

У больных, которым был назначен 
дентозар

У больных, которым был назначен 
асепта

сроки наблюдения, сутки

1 7 14 1 7 14

1. sIg A 0,2±0,1 0,25±0,1 0,31±0,2* 0,36±0,3* 0,2±0,1 0,22±0,2 0,23±0,1

2. Ig A 0,45±0,12 0,54±0,08 0,55±0,01* 0,59±0,07* 0,44±0,1 0,45±0,11 0,43±0,09

3. Ig M 0,31±0,09 0,54±0,11* 0,36±0,07 0,28±0,08 0,30±0,11 0,29±0,2 0,29±0,1

4. Ig G 2,12±0,13 2,15±0,1 2,40±0,02 2,45±0,1 2,0±0,11 2,2±0,12 2,1±0,08

Примечание: * –  достоверные (р<0,05) по W-критерию Вилкоксона различия в группах «1, 7 и 14-сутки» по отношению 
к контролю «До лечения».
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ОБСУЖДЕНИЕ

Как видно из анализа экспериментальных 
данных, представленных в Таблице 1, разрабо-
танный экспериментальный образец комплекса 
БАВ объективно обладает достаточно высоким 
уровнем антагонистической активности в отно-
шении различных типичных представителей аэ-
робной и анаэробной микрофлоры полости рта 
больных хроническим генерализованным паро-
донтитом средней степени тяжести. Наибольшая 
степень подавления роста установлена для таких 
видов, как: Escherichia coli, Staphylococcus epidermi-
dis, Proteus vulgaris, Candida albicans, Staphylococcus 
aureus, Veillonella parvula, Neisseria spp.

Данные Рисунка 1 показывают, что у больных, 
которым был назначен экспериментальный обра-
зец комплекса БАВ, наблюдается существенное 
увеличение в слюнной жидкости концентрации 
лизоцима. Уровень данного фермента, который, 
как известно, играет в организме роль неспеци-
фического антибактериального барьера, законо-
мерно возрастал, начиная с первых дней приема 
комплекса БАВ (максимум его достигал на 7–14 
сутки и постепенно снижался к 21-м суткам).

Как видно из данных Таблицы 2 назначение 
комплекса БАВ сопровождалось увеличением 
уже на первые сутки концентрации sIgA и IgA, 

хотя в большей степени это наблюдалось на 7 
и 14 сутки. Установлено также и значительное 
повышение IgM (в первые сутки после приме-
нения экспериментального образца).

Экспериментальные данные, представлен-
ные в Таблице 3 свидетельствуют о существен-
ном снижении количества и частоты выделения 
ус лов но-патогенной микрофлоры, наиболее ха-
рактерной для хронического генерализованного 
пародонтита средней степени тяжести.

В целом, полученные результаты свидетель-
ствуют об определенных положительных имму-
нологических сдвигах у больных, принимавших 
в качестве профилактического средства ком-
плекс БАВ.

Экспериментальные данные свидетельству-
ют о существенном снижении количества и ча-
стоты выделения условно-патогенной микро-
флоры, наиболее характерной для хронического 
генерализованного пародонтита средней степе-
ни тяжести.

Наблюдается полное вытеснение или сни-
жение до физиологических значений концен-
траций таких значимых для данной болезни 
видов микроорганизмов, как Streptococcus pyo-
genes, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Treponema macrodentium, Streptococcus 

Таблица 3. Динамика изменения концентрации условно-патогенных микроорганизмов у больных хроническим 
генерализованным пародонтитом средней степени тяжести M±m, n=6)

№ , 
п/п

Вид 
микроорганизма

Частота выделения,% № , 
п/п

Вид 
микроорганизма

Частота выделения,%

До лечения После лечения До лечения После лечения

1. Staphylococcus 
aureus

55,72±3,86 12,90 ±1,72* 9. Neisseria spp. 12,44 ±1,76 2,08 ±0,24*

2. Staphylococcus 
epidermidis

35,88±2,92 15,67 ±1,80* 10. Actinomyces spp. 55,72 ±3,83 1,16 ±0,17*

3. Streptococcus 
pyogenes

12,04 ±1,76 0,01 ±0,00* 11. Treponema 
macrodentium

2,84 ±0,53 0,01 ±0,00*

4. Streptococcus 
haemolyticus

20,38 ±2,03 5,06±1,31* 12. Fusobacterium 
polymorphum

56,93 ±4,03 1,52 ±0,18*

5. Streptococcus 
mutants

18,25 ±1,92 8,59 ±1,48* 13. Proteus vulgaris 5,10 ±1,35 0,01 ±0,00*

6. Escherichia coli 3,16 ±1,63 0,01 ±0,00* 14. Candida albicans 69,81 ±4,52 10,26 ±1,64*

7. Pseudomonas 
aeruginosa

3,67 ±1,69 0,01 ±0,00*
15. Lactobacillus spp. 65,42 ± 4,46 80,19 ±5,91*

8. Veillonella parvula 70,22 ±4,63 8,16 ±0,52*

Примечание: * –  достоверные (р<0,05) по W-критерию Вилкоксона различия по отношению к контролю «До лечения».
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haemolyticus, Streptococcus mutants, Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 
Fusobacterium polymorphum, Neisseria spp., Acti-
nomyces spp.

Существенное положительное терапевти-
ческое значение имеет увеличение количества 
микроорганизмов рода Lactobacillus до 80%.

ВЫВОДЫ

1. Предлагаемый экспериментальный образец 
комплекса БАВ – Детозар оказался безопасным 
для применения и обладал выраженным положи-
тельным клинико-терапевтическим эффектом.

2. Экспериментальный образец комплекса 
БАВ нормализует микробиоценоз ротовой по-
лости и сопровождается снижением количества 
условно-патогенной микрофлоры и повышени-
ем концентрации представителей нормальной 
микрофлоры.

3. Комплекс БАВ обладает высокой антаго-
нистической активностью в отношении различ-
ных видов условно-патогенных микроорганиз-
мов, выделяемых у больных пародонтитом.

4. Экспериментальный образец комплекса 
БАВ способствует повышению активности ли-
зоцима слюнной жидкости и иммуноглобули-
нов A и G.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1.
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The paper presents the results of clinical and laboratory studies of a new metabiotic drug based on 
biologically active substances of the probiotic strain Bacillus subtilis B-3679. The assessment of the state 
and dynamics of changes in such integral immunological parameters characterizing the state of health 
of patients as the level of lysozyme activity and the concentration of s Ig A, and Ig A, M, G in salivary 
fl uid of patients with chronic generalized periodontitis of moderate severity is given. It was found that the 
metabiotic was safe for use and had a pronounced positive clinical and therapeutic eff ect, normalizes the 
microbiocenosis of the oral cavity, which is accompanied by a decrease in the number of opportunistic 
microfl ora and an increase in the concentration of representatives of normal microfl ora. It was experi-
mentally established that the studied metabiotic has a high antagonistic activity against various types of 
opportunistic microorganisms secreted in patients with periodontitis and promotes increased activity of 
salivary fl uid lysozyme and immunoglobulins A and G.
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ВВЕДЕНИЕ

Во время беременности иммунная система 
матери подвергается аллоиммунизации фе-
топлацентарными антигенами. В результате 
формируется динамическое состояние иммун-
ной толерантности, в поддержании которого 
важную роль играют белки, ассоциированные 
с беременностью. Альфа-фетопротеин (АФП) –  
одноцепочечный гликопротеин (Mr 68–75 кДа, 
3–5% углеводов), который синтезируется в пе-
риод раннего развития эмбриона в желточном 
мешке, а затем в печени и желудочно-кишечном 

ВЛИЯНИЕ АЛЬФА-ФЕТОПРОТЕИНА НА ЦИТОКИНОВЫЙ 
ПРОФИЛЬ АКТИВИРОВАННЫХ Т-ХЕЛПЕРОВ

© 2019 г.      C. А. Заморина1*,  Л. С. Литвинова2,  Н. М. Тодосенко2, 
 В. П. Тимганова1,  М. С. Бочкова1,  К. Ю. Шардина1, 

 П. В. Храмцов1,  М. Б. Раев1,  В. А. Черешнев1

*E-mail: mantissa7@mail.ru
1Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН –  филиал ФГБУН Пермского 

федерального исследовательского центра Уральского отделения Российской 
академии наук, Пермь, Россия;

2Балтийский федеральный университет им. И. Канта, Калининград, Россия

Поступила: 27.05.2019.  Принята: 30.06.2019

Изучали влияние альфа-фетопротеина (АФП) на провоспалительный цитокиновый про-
филь Т-хелперов, поляризованных в фенотип Th17. Установлено, что АФП не влиял на уровень 
IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-10, IL-17, MCP-1, MIP-1α, TNF-α, но в высоких концентрациях (50, 
100 МЕ/ мл) повышал продукцию IL-2 активированными Th17. В то же время, АФП в высокой 
концентрации (100 МЕ/мл) подавлял синтез IFN-γ, а в низкой концентрации (10 МЕ/мл) –  син-
тез G-CSF и GM-CSF. Таким образом, продемонстрированы новые аспекты действия АФП в от-
ношении регуляции цитокиновой сети.

Ключевые слова: альфа-фетопротеин, беременность, CD4+- лимфоциты, ИЛ-17, T-хелперы 
17 типа (Th17), T-хелперы 1 типа (Th1)
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тракте плода. Во время беременности концен-
трация АФП в крови растет, достигая значений 
150–250 МЕ/мл, после родов его уровень резко 
снижается [1].

АФП способен проникать через фетопла-
центарный барьер в материнский кровоток, 
при этом часть его молекул (около 10%) меняет 
свою конформацию, становясь так называемым 
трансформированным АФП (tAFP) [2]. tAFP 
обладает структурной особенностью, связанной 
с частичным разворачиванием нативной полно-
размерной молекулы, вследствие чего появля-
ется скрытый пептидный эпитоп. В сыворотке 
беременных женщин идентифицированы пол-
норазмерный АФП и tAFP [2], взаимодействую-
щие с клетками иммунной системы. Невзирая 
на то, что иммуносупрессивные эффекты АФП 
известны, его роль в формировании иммунной 
толерантности в период беременности остает-
ся мало изученной [3]. В частности, до сих пор 
не исследована роль АФП в регуляции функ-
ций и дифференцировки провоспалительной 
субпопуляции IL-17-про ду ци рую щих Т-хел пе-
ров (Th17). Известно, что физиологическая бе-
ременность сопровождается снижением Th17 
в периферической крови в сравнении с небере-
менными женщинами [4]. Повышение уровня 
Th17, в свою очередь, ассоциировано с пато-
логическими процессами и может приводить 
к преждевременным родам или спонтанному 
аборту [5]. IL-17, являясь основным цитокином 
Th17, вызывает синтез IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 
и ряда других воспалительных факторов, ини-
циируя, таким образом, развитие воспалитель-
ной реакции. Известно, что IL-17 играет важную 
роль в патофизиологии ревматоидного артри-
та [6], а во время беременности симптомы этого 
заболевания становятся менее выраженными.

Таким образом, целью работы являлась оценка 
влияния АФП на цитокиновый профиль Т-хел-
перов, индуцированных в фенотип Th17.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили в соответствие 
с Хельсинской Декларацией ВМА 2000 г. и про-
токолом Конвенции Совета Европы о правах 
человека и биомедицине 1999 г., на используе-
мую экспериментальную схему получено разре-
шение Этического комитета «ИЭГМ УрО РАН» 
(IRB00010009) от 12.06.2016. В работе использо-
вали мононуклеарные клетки периферической 
крови (МПК) доноров, которыми являлись 
здоровые небеременные женщины репродук-

тивного возраста (n=11). Клетки получали цен-
трифугированием в градиенте плотности фи кол-
ла-ве ро гра фи на (d = 1,077 г/см3). Монокультуры 
СD4+-клеток (Т-хелперы) получали методом 
иммуномагнитной сепарации с использованием 
технологии MACS® (“Miltenyi Biotec”, Герма-
ния) из суспензии МПК. После сепарации в по-
лученных монокультурах Т-хел пе ров подтверж-
дали отсутствие моноцитов (СD14+), NK-кле ток 
(CD16+) и В-лимфоцитов (CD19+). Выделен-
ные Т-хел пе ры культивировали в 96-луночных 
планшетах (концентрация 106 клеток/ мл) в пол-
ной питательной среде (ППС), содержащей 
RPMI-1640 c L-глу та ми ном, (“Sigma-Aldrich”, 
США), 10% ЭТС (“Sigma-Aldrich”), 10 мМ Hepes 
(“Amresco”, США) и 30 мкг/мл гентамицина 
(“KRKA”, Словения), в течение 48 ч при 37 °C 
во влажной атмосфере, содержащей 5% СO2. 
В качестве контроля использовали образец, где 
вместо белка добавляли ППС. В работе исполь-
зовали физиологические концентрации (10, 50 
и 100 МЕ/мл [7]) нативного (не рекомбинантно-
го) препарата АФП (“Биалекса”, Россия), полу-
ченного из сыворотки крови беременных жен-
щин. Эти концентрации АФП соответствовали 
таковым в периферической крови матери в ди-
намике беременности. В качестве активатора 
Т-лим фо ци тов использовали T-Cell Activation/
Expansion Kit human (TCR-ак ти ва тор) (“Miltenyi 
Biotec”) –  частицы MACSiBeadТМ, покрытые ан-
тителами к CD2, CD3, CD28 человека. Для ин-
дукции лимфоцитов в фенотип Th17 в культуры 
вносили рекомбинантные цитокины IL-1β и IL-6 
(по 10 нг/ мл, «Miltenyi Biotec», Германия) [8]. 
Конверсию клеток в Th17 подтверждали, оце-
нивая уровень экспрессии транскрипционного 
фактора ROR-γt [9] методом проточной цитоме-
трии. Было установлено, что под воздействием 
TCR-ак ти ва то ра и провоспалительных цитоки-
нов (IL-1β и IL-6) количество Th17-клеток со-
ставляло 77,90±8,30% против 1,14±0,97 (n=11) 
в пробах без активаторов.

После 48 ч инкубации методом проточной 
флуориметрии (мультиплексный анализ, Lu-
minex xMAP) в супернатантах культур Th17-
кле ток определяли содержание следующих ци-
токинов и хемокинов: IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, 
IL-8, IL-10, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, 
MCP-1, MIP-1α, TNF-α. Метод представляет 
собой мультиплексную иммунную реакцию, 
протекающую на микрочастицах, на которых 
сорбированы соответствующие антитела, с их 
последующим проточным флуоресцентным 
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анализом и одновременным определением кон-
центрации исследуемых цитокинов. Процедуры 
осуществляли согласно протоколу “Bio-Plex Pro 
Human Th17 Cytokine Panel”. Результаты реги-
стрировали с помощью автоматического фото-
метра для микропланшетов Bio-Plex (Bio-Plex® 
200 Systems, “Bio-Rad”, США) и программы 
Bio-Plex Manager (“Bio-Rad”). Статистическую 
обработку данных проводили с помощью про-
граммы STATISTICA 8.0. Достоверность разли-

чий оценивали при помощи парного критерия 
Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для оценки эффектов АФП на продукцию 
цитокинов Т-хелперами использовали актива-
ционную модель, которая имитирует процесс 
взаимодействия Т-лимфоцитов с ан ти ген-пре-
зентирующими клетками (АПК) в присутствии 

Таблица 1. Влияние АФП на продукцию цитокинов и хемокинов активированными Т-хелперами (n=11)

Цитокины/
хемокины, 
пг/мл

Контроль (без 
активаторов)

Контроль АФП 
10 МЕ/мл

АФП 
50 МЕ/мл

АФП 
100 МЕ/мл

(+TCR-активатор; +IL-1β и IL-6)
IL-2 5,13 

(2,85–9,92)
335,63 

(245,64–442,40)*
466,42 

(261,81–1097)
872,52 

(449,52–1271)#
867,62 

(301,39–1616)#
IL-4 0,29 

(0,15–0,41)
11,70 

(10,66–13,06)*
12,78 

(11,36–13,48)
12,31 

(11,93–13,75)
13,31 

(12,19–13,95)
IL-5 7,05 

(5,59–14,76)
275,23 

(255,28–292,34)*
301,86 

(280,97–346,64)
285,92 

(274,07–328,66)
281,29 

(266,54–361,13)
IL-7 0,55 

(0,25–0,55)
2,44 

(2,08–2,63)*
2,47 

(2,22–2,83)
2,63 

(1,79–3,19)
2,32 

(2,09–2,63)
IL-8 2088 

(1562–2412)
2568 

(1774–3204)
2048 

(1685–2892)
2546 

(1793–3721)
2274 

(1773–3727)
IL-10 5,65 

(3,20–9,54)
1125 

(968–1605)*
1652 

(865–756)
1581 

(1426–1720)
1642 

(919–1874)
IL-12(p70) 3,10 

(2,30–4,39)
7,18 

(6,19–8,15)*
8,86 

(7,41–9,70)
7,89 

(6,84–9,08)
7,97 

(7,18–9,00)
IL-13 0,46 

(0,37–0,63)
360,56 

(301,15–506,65)*
414,66 

(327,31–539,86)
486 

(309–1193)
389,33 

(298,80–1193)
IL-17 8,89 

(6,34–11,59)
7836 

(6093–8037)*
7986 

(7675–8135)
7996 

(7213–809)
7968 

(4087–8098)
G-CSF 9,75 

(5,76–17,83)
35,45 

(25,44–42,35)*
24,73 

(16,66–29,69)#
35,23 

(29,24–39,32)
30,15 

(25,72–40,34)
GM-CSF 0,92 

(0,53–1,90)
651,87 

(524,99–786,04)*
453,11 

(367,75–525,29)#
487,65 

(433,28–601,59)
542,61 

(416,70–1008,52)
IFN-γ 1,12 

(0,77–2,09)
987,56 

(746,74–1142,26)*
1153 

(857–1173)
1136 

(781–1183)
800,66 

(768,06–1075)#
MCP-1 42,12 

(41,58–65,42)
39,62 

(37,53–43,76)
43,10 

(39,70–47,51)
46,13 

(37,77–50,55)
40,04 

(38,95–51,81)
MIP-1β 166,53 

(113,57–206,53)
1844 

(1702–1878)*
1881 

(1863–1899)
1879 

(1862–1908)
1890 

(1877–1917)
TNF-α 55,69 

(36,22–166,80)
7357 

(6550–11423)*
7689 

(5051–14807)
7617 

(5586–14886)
8846 

(5219–15005)

Примечание: данные представлены в виде Me (Q1 –  Q3); * –  достоверные (p <0,05) по w-критерию Вилкоксона различия 
между контролем без активатора и контролем с активаторами; # –  достоверные (p <0,05) по W-критерию Вилкоксона 
различия между контролем с активаторами и пробами с АФП.
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провоспалительных цитокинов (IL1β+IL6) [8]. 
Взаимодействие Т-хелперов с TCR-ак ти ва то-
ром, заменяющим в системе in vitro АПК, ини-
циирует такие процессы, как активация, диффе-
ренцировка и продукция цитокинов. Показано, 
что самостоятельный эффект активации клеток 
заключался в достоверном повышении про-
дукции следующих цитокинов: IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-7, IL-10, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, 
MIP-1α, TNF-α (Таблица 1), что свидетельству-
ет об адекватности выбранной эксперименталь-
ной модели.

При анализе цитокинового профиля было 
установлено, что АФП не влиял на IL-4, IL-5, 
IL-7, IL-8, IL-10, IL-17, MCP-1, MIP-1α, TNF-α. 
Однако, показано, что АФП в концентрациях 50 
и 100 ME/мл стимулировал продукцию IL-2 ак-
тивированными Т-хелперами. Помимо этого, 
низкая концентрация АФП (10 ME/мл) снижала 
продукцию колониестимулирующих факторов 
G-CSF и GM-CSF, а высокая концентрация АФП 
(100 ME/мл) –  продукцию IFN-γ (Таблица 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то, что клеточные культуры 
активированных Т-хелперов более чем на 70% 
состояли из Th17 клеток (CD4+ROR-γτ+), суще-
ствует вероятность, что часть цитокинов про-
дуцируется Th1-клет ка ми. Именно поэтому 
корректнее говорить в цитокиновом профиле 
активированных Т-хел пе ров. Итак, АФП в кон-
центрациях 50 и 100 ME/мл стимулировал про-
дукцию IL-2 активированными Т-хел пе ра ми. 
Известно, что активация Т-лим фо ци тов тесно 
связана с аутокринной продукцией IL-2, ко-
торый запускает пролиферацию Т-кле ток и их 
дифференцировку. Важно отметить, что IL-2 
необходим для развития Т-ре гу ля тор ных лим-
фоцитов (Treg), увеличение количества которых 
ассоциировано с успешной беременностью [10]. 
Современная парадигма предполагает преобла-
дание Treg над Th17 во время нормальной бе-
ременности, что необходимо для обеспечения 
фетопротекции [11]. Помимо этого, снижение 
продукции IFN-γ, ключевого цитокина Th1-от-
ве та, также способствует формированию про-
тивовоспалительного цитокинового профиля. 
По-видимому, повышение уровня IL-2, и сни-
жение уровня IFN-γ под воздействием АФП 
может играть важную роль в процессе форми-
рования иммунной толерантности.

В то же время, GM-CSF вовлечён в обеспе-
чение имплантации и прогрессирования бере-

менности in vivo, и его экспрессия повышается 
в матке и в сыворотке в период оплодотворения, 
имплантации и на ранних сроках беременности. 
Экспрессия GM-CSF запускается хориониче-
ским гонадотропином [12], основным гормоном 
беременности плацентарного происхождения. 
АФП, наряду с другими белками беременности, 
по-видимому, осуществляет реципрокную ре-
гуляцию синтеза GM-CSF.

Важно отметить, что в данной работе мы 
изучали нативный препарат АФП, полученный 
из крови беременных женщин, что позволяет 
интерпретировать полученные данные как роль 
сывороточного АФП в формировании перифе-
рической иммунной толерантности на уровне 
организма матери. В частности, нами впервые 
показано, что АФП участвует в регуляции цито-
кинового профиля активированных T-хелперов, 
повышая уровень IL-2 и снижая уровень IFN-γ. 
Вероятно, данные изменения в ситуации in vivo 
ведут к формированию необходимого для нор-
мальной беременности преобладания Treg над 
Th17. В итоге, полученные данные демонстри-
руют новые аспекты регуляции цитокиновой 
сети со стороны АФП.

ВЫВОДЫ

В результате проведенных исследований 
впервые показано, что АФП участвует в регу-
ляции цитокинового профиля активированных 
T-хел пе ров, повышая уровень IL-2 и снижая 
уровень IFN-γ. Обнаруженные нами эффекты 
свидетельствуют о том, что сывороточный АФП 
участвует в формировании периферической 
иммунной толерантности матери к полуалло-
генному эмбриону.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания, номер госрегистрации темы: 01201353248 
(«ИЭГМ УрО РАН»), программы повышения 
конкурентоспособности (5–100) и субсидии «Ор-
ганизация проведения научных исследований 
20.4986.2017/ВУ» БФУ им. И. Канта.
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The eff ect of alpha-fetoprotein (AFP) on the pro-infl ammatory cytokine profi le of activated T-help-
ers, polarazed in phenotyp of Th17. It was found that AFP did not aff ect the level of IL-4, IL-5, IL-7, 
IL-8, IL-10, IL-17, MCP-1, MIP-1α, TNF-α, but in high concentrations (50, 100 IU/ml) increased 
IL-2 production by activated T-helper cells. At the same time, AFP in high concentration (100 IU/ml) 
suppressed the synthesis of IFN-γ, and in low (10 IU /ml) synthesis of G-CSF and GM-CSF. Thus, new 
aspects of the AFP action regarding the regulation of the cytokine network of Th17 are demonstrated.
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ВВЕДЕНИЕ

Ранее в наших исследованиях было показа-
но, что в суспензиях суточных культур бакте-
рий разных видов c помощью тест-систем для 
мультиплексного анализа разных компаний-
производителей (BioRAD и Multiplex) выяв-
ляются цитокиноподобные вещества (ЦПВ), 
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ОТ НАЛИЧИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ДЕТЕРМИНАНТ 
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В работе изучена продукция цитокиноподобных веществ у 5 штаммов Staphylococcus aureus, 
имеющих и не имеющих генетические детерминанты стафилококкового белка А (ген spa). Ген spa 
у S. aureus определяли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Цитокиноподобную актив-
ность супернатантов суточных бульонных культур S. aureus определяли при помощи иммунофлю-
оресцентных тест-систем компании Multiplex (Luminex, США) (G-CSF, GM-CSF, INF-γ, IL-1Ra, 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17а, TGFα, MCP1, MIP1b, TNF-α) на 
приборе MAGPIX-100 (США). Установлено, что не зависимо от наличия или отсутствия генетиче-
ских маркеров белка А стафилококков в супернатантах изученных штаммов S. aureus выявлялись 
цитокино-подобные вещества. Таким образом, цитокиноподобная активность S. aureus не зави-
сит от наличия у бактерий гена spa, ответственного за продукцию стафилококкового белка А.
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аналогичные цитокинам человека, в широком 
спектре и различных концентрациях [1, 2]. Сре-
ди изученных таксонов микроорганизмов наи-
более активными продуцентами ЦПВ являлись 
бактерии вида Staphylococcus aureus, причем часть 
штаммов выделяли в среду инкубации большое 
количество ЦПВ (до 21) и в относительно вы-
соких концентрациях, тогда как другие изоляты 
либо их не секретировали, либо секретировали, 
но в незначительных количествах.

Учитывая, что многие штаммы S. aureus спо-
собны синтезировать и секретировать в пита-
тельную среду белок А, обладающий способ-
ностью неспецифически (через Fc-фрагменты) 
связываться с иммуноглобулинами G, логично 
предположить, что такая выраженная цитоки-
ноподобная активность S. aureus могла быть 
связана с его продукцией. В то же время белок А 
секретируется не всеми штаммами данного вида 
стафилококков, и его нет у коагулазоотрица-
тельных стафилококков, для которых также была 
показана цитокиноподобная активность [3].

Этот вопрос становится особенно актуален, 
если учесть, что недавно в исследованиях зару-
бежных авторов было установлено, что какие-
то продукты отдельных клинических изолятов 
S. aureus, находящиеся в среде культивирования, 
при постановке ИФА обнаруживают перекрест-
ную реакцию с антителами для мышиных ци-
токинов IL-1β и TNF-α [4]. Эта кросс-реакция, 
которая, по мнению авторов, связана с некото-
рыми неизвестными продуктами S. aureus, взаи-
модействующими с антителами против мыши-
ных цитокинов, может приводить к получению 
ложноположительных и завышенных результа-
тов при определении концентрации цитокинов 
в тестируемых жидкостях. Поэтому важным яв-
ляется вопрос о возможном перекрестном реа-
гировании ЦПВ бактерий с антителами против 
цитокинов человека, тестируемых иммуноф-
люоресцентным анализом. Остается не иссле-
дованной роль белка А стафилококков в этом 
процессе.

Указанные обстоятельства определяют повы-
шенный интерес к вопросу, насколько связана 
цитокиноподобная активность стафилококков 
с наличием у них генетических детерминант, 
ответственных за продукции стафилококкового 
белка А.

Целью настоящего исследования явилось 
сравнительное изучение цитокиноподобной ак-
тивности у клинических и музейных штаммов 
S. aureus, оппозитных по генетическим маркерам 

белка А стафилококков, с помощью тест-сис тем 
для мультиплексного иммунофлюоресцентного 
анализа цитокинов человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Продукция ЦПВ была изучена у 5 штаммов 
S. aureus, в том числе эталонного штамма из 
АТСС № 6538–209Р, имеющего генетический 
маркер стафилококкового белка А (spa), 2 кли-
нических изолятов, у которых ген spa не выяв-
лялся –  S. aureus Г886 и S. aureus К33, а также 
2 клинических штаммов, несущих генетический 
маркер белка А –  S. aureus К39 и S. aureus Г885.

Бактерии выращивали в мясопептонном бу-
льоне (МПБ) в течение 24 ч при 37°С, после чего 
культуры центрифугировали при 3000 об/ мин 
в течение 30 минут и препаративно отбирали 
фильтрат надосадочной жидкости (супернатант).

Наличие в супернатантах бактерий ци то ки-
но-по добных веществ (ЦПВ) определяли им-
мунофлюоресцентным методом на приборе 
MAGPIX-100 (США) с использованием тест-
сис те мы фирмы Multiplex (Luminex, США) для 
определения цитокинов (G-CSF, GM-CSF, 
INF-γ, IL-1Ra, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17а, TGFα, MCP1, 
MIP1b, TNF-α). Во всех случаях контролем слу-
жил МПБ без бактерий.

Наличие гена, ответственного за продукцию 
стафилококкового протеина А (spa), определя-
ли путем постановки ПЦР с использованием 
многоканального амплификатора и подобран-
ных праймеров [5, 6].

Выделение ДНК осуществляли из бактери-
альных взвесей (108 КОЕ/мл), приготовленных 
из суточных агаровых культур S. aureus, сорбци-
онным методом с использованием набора реак-
тивов «ДНК-сорб-В» («ИнтерЛабСервис», Рос-
сия) согласно рекомендации производителя.

Обнаружение гена spa, ассоциированного 
с патогенностью S. aureus проводили с помощью 
постановки мультиплексной ПЦР с использо-
ванием подобранных праймеров: олигонуклео-
тидная последовательность (5’→3’), AGCACCA 
AAAGAGGAAGACAA → GTTTAACGACCGT; 
размер продукта 200–400 п. н.

Для их подбора, а также оптимальных усло-
вий проведения анализа пользовались програм-
мой PrimerSelect из пакета программ Lasergene, 
в том числе –  Megaline (Lasergene) (DNASTAR, 
Inc. США).

Амплификацию проводили с использова-
нием стандартных наборов на многоканаль-
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ном амплификаторе «Терцик МС-2» («ДНК-
технология», Россия) по следующему протоколу: 
1 цикл –  94˚C, 5 мин; 30 циклов: 94˚C, 30 сек; 
55˚C, 30 сек; 72˚C, 30 сек; последний цикл –  
2 мин при 72˚C. Продукты амплификации ана-
лизировали путем электрофоретического раз-
деления в горизонтальном 1,7% агарозном геле, 
окрашенном бромистым этидием, в ТАЕ бу-
ферной системе с использованием стандартных 
наборов фирмы «ИнтерЛабСервис». В качестве 
маркеров использовали маркер длин ДНК 100+ 
bp DNA Ladder (ЕвроГен). Положительное за-
ключение о наличии гена делали при обнару-
жении в дорожке специфической светящейся 
полосы определенной массы, которую устанав-
ливали по линейке молекулярных масс.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследования показали, что 3 штамма S. aureus 
(из 5 изученных) несли генетические детерминан-
ты синтеза стафилококкового белка А, а 2 клини-
ческих изолята не имели гена spa. В то же время, 

данные, суммированные в Таблице 1, свидетель-
ствуют о том, что через 24 часа культивирова-
ния бактерий в МПБ при 37˚С в супернатантах 
всех изученных штаммах S. aureus определялись 
различные цитокины. Более того концентрация 
определенных ЦПВ у изолятов, не несущих ген 
spa, была даже несколько выше чем у штаммов, 
имеющих генетические маркеры стафилокок-
кового белка А.

Учитывая, что ранее были получены данные 
о том, что различными тест-системами как для 
мультиплексного, так и для иммуноферментно-
го анализов разных фирм производителей у ста-
филококков определялись ЦПВ [7], возникает 
вопрос о необходимости выделения этих ве-
ществ в чистом виде и их характеристике. Кроме 
того полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что указанная активность напрямую не 
связана с наличием у бактерий генетических 
детерминант, ответственных за секрецию ста-
филококками белка А, и, по-видимому, имеет 
другую природу.

Таблица 1. Цитокинопродукция суточных культур S. aureus, оппозитных по наличию генетического маркера ста-
филококкового белка А, иммунофлюоресцентным методом (пкг/мл)

Цитокины S. aureus Р209 
(spa+)

S. aureus Г 886 
(spa-)

S. aureus К 33 
(spa-)

S. aureus К 39 
(spa+)

S. aureus Г 885 
(spa+)

INFγ 518,0 349,0 741,0 523,0 165,5

TGFα 21,1 33,0 41,0 37,0 32,0

IL-1Ra 63,5 Не определяли 49,7 51,9 6,7

IL-1β 48,0 22,5 29,0 24,0 20,0

IL-2 65,0 38,0 59,0 47,0 29,0

IL-4 46,0 34,0 39,0 34,0 32,0

IL-5 18,0 13,0 15,0 15,0 13,0

IL-6 53,0 33,0 37,0 32,0 26,0

IL-10 31.0 27,0 24,0 25,0 24,5

IL-12 248,0 77,5 112,0 78,0 38,0

IL-13 30,0 20,0 25,0 23,5 19,0

IL-17a 505,0 291,0 509,0 337,5 154,0

TNF-α 0,4 Не определяли 0,5 0,7 0,3

G-CSF 102,0 71,0 109,0 69,5 37,0

GM-CSF 207,5 58,0 82,0 56,5 38,0

MCP1 43,5 42,0 41,0 34 34,0

MIP1b 76,5 50,0 61,0 50 44,0

Примечание: (spa+) –  есть ген белка А; (spa-) –  ген белка А не выявлен.
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ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенном исследовании установлено, 
в супернатантах суточных бульонных культур 
S. aureus, оппозитных по наличию генетических 
маркеров продукции стафилококкового белка А, 
определяются «сходные» с цитокинами челове-
ка ЦПВ в широком спектре и относительно вы-
соких концентрациях. Немаловажным является 
факт штаммовой вариабельности цитокино-по-
доб ной активности бактерий: в изученной вы-
борке изолятов S. aureus имелись штаммы бак-
терий как с относительной высоким уровнем 
продукции ЦПВ, так и с более низким уровнем 
секреции ЦПВ. Продукция (секреция) стафи-
лококками ЦПВ не зависела от наличия или от-
сутствия у них генетических детерминант (spa), 
ответственных за продукцию белка А. Более 
того, штаммы, не несущие ген spa, секретирова-
ли в среду более высокие концентрации неко-
торых цитокинов по сравнению с оппозитными 
по данному генетическому маркеру штаммами, 
или секреция отдельных ЦПВ у них практиче-
ски была идентичной.

В этой связи необходимо учитывать возмож-
ное получение ложно-положительных резуль-
татов в жидкостях и выделениях человека при 
определении уровней в них цитокинов в услови-
ях инфицирования биоматериала S. aureus. Это, 
например, относится к определению цитокинов 
в слюне, назальном секрете, в секретах кишечни-
ка, урогенитального тракта, в гнойном содержи-
мом, при сепсисе (при септицемии и определе-
ние уровней цитокинов в крови). Следует также 
учитывать и уровень ЦПВ стафилококков, вы-
звавших воспалительный процесс.

ВЫВОДЫ

1. В супернатантах суточных бульонных 
культур S. aureus, оппозитных по генетическим 
маркерам белка А стафилококков (spa), опреде-
ляются цитокиноподобные продукты их секре-
ции в широком спектре и концентрациях.

2. Уровень секреции и спектр определяемых 
цитокиноподобных веществ не зависит от на-
личия у S. aureus генетических детерминант, от-
ветственных за продукцию стафилококкового 
белка А.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075.
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ESTIMATION OF CYTOKIN-LIKE ACTIVITY OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
DEPENDING ON THE AVAILABILITY OF GENETIC DETERMINANT 

OF STYPHYLOCOCCAL PROTEIN A
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In this work, the production of cytokine-like substances was studied in 5 strains of Staphylococcus 
aureus, with and without genetic determinants of staphylococcal protein A (spa gene). The spa gene in 
S. aureus was determined by the polymerase chain reaction (PCR) method. The cytokine-like activity 
of the supernatants of S. aureus daily broth cultures was determined using Multiplex (Luminex, United 
States) immunofl uorescence test systems (G-CSF, GM-CSF, INF-γ, IL-1Ra, IL-1β, IL-2, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17a, TGFα, MCP1, MIP1b, TNF-α) on a MAGPIX-100 
instrument (USA). It was established that, regardless of the presence or absence of genetic markers of 
staphylococcal protein A, in the supernatants of the studied strains of S. aureus, cytokine-like substances 
were detected. Thus, the cytokine-like activity of S. aureus does not depend on the presence in bacteria 
of the spa gene, which is responsible for the production of staphylococcal protein A.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследованиями, проведенными нами ра-
нее, показано, что в супернатантах суточных 
культур бактерий разных видов c помощью 
тест-сис тем для мультиплексного анализа ци-
токинов человека (компании-производители: 
BioRAD и Multiplex) выявляются цитокино-по-
доб ные вещества (ЦПВ), аналогичные цитоки-

ДЕТЕКЦИЯ ЦИТОКИНОПОДОБНЫХ ВЕЩЕСТВ С ПОМОЩЬЮ 
ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЦИТОКИНОВ МЫШЕЙ 

У STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ОППОЗИТНЫХ ПО ГЕНУ SPA
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В работе изучена цитокиноподобная активность у 6 штаммов Staphylococcus aureus, имеющих 
и не имеющих генетические детерминанты стафилококкового белка А (ген spa). Ген spa у S. aureus 
определяли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Продукция цитокино-подобных ве-
ществ в супернатантах суточных бульонных культур S. aureus определяли при помощи 8-плексной 
иммунофлюоресцентной тест-системы для определения цитокинов мышей компании БИО-РАД 
(США) (GM-CSF, INF-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α) на приборе MAGPIX-100 (США). 
Установлено, что не зависимо от наличия или отсутствия генетических маркеров стафилококко-
вого белка А в супернатантах изученных штаммов S. aureus выявлялись цитокино-подобные веще-
ства. Таким образом, цитокиноподобная активность S. aureus, выявляемая с помощью мульплекс-
ной тест-системы для определения цитокинов мышей, не зависит от наличия у бактерий гена spa, 
ответственного за продукцию стафилококкового белка А.
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DOI: 10.31857/S102872210007248-7



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Детекция цитокиноподобных веществ у Staphylococcus aureus, оппозитных по гену spa 1169

нам человека, в широком спектре и различных 
концентрациях [1, 2]. Среди изученных видов/
родов микроорганизмов (стафилококки, энте-
рококки, эшерихии и др.) наиболее активны-
ми продуцентами ЦПВ являлись бактерии вида 
Staphylococcus aureus, причем часть штаммов (как 
музейных, так и клинических) выделяли в среду 
инкубации большое количество ЦПВ (до 21) 
и в относительно высоких концентрациях, тог-
да как другие изоляты либо их не секретирова-
ли, либо секретировали, но в незначительных 
количествах.

Нельзя исключить, что подобная активность 
может быть связана с продукцией в среду бак-
териями веществ, неспецифически взаимо-
действующих с антителами против цитокинов 
человека. Так, известно, что многие штаммы 
S. aureus способны секретировать в питательную 
среду белок А, обладающий способностью через 
Fc-фраг мен ты иммуноглобулинов связываться 
с IgG человека и животных. В этой связи логич-
но предположить, что такая выраженная цито-
киноподобная активность S. aureus могла быть 
связана с его продукцией. Однако стафилокок-
ковый белок А секретируется не всеми штамма-
ми S. aureus, и его нет у коагулазоотрицательных 
стафилококков, для которых также была пока-
зана цитокиноподобная активность [3].

С другой стороны, в исследованиях зарубеж-
ных авторов было установлено, что в среде куль-
тивирования у отдельных клинических изолятов 
S. aureus обнаруживались какие-то продукты, 
которые при постановке ИФА давали пере-
крестную реакцию с антителами для мышиных 
цитокинов IL-1β и TNF-α [4]. Эта кросс-ре ак-
ция, которая, по мнению авторов, связана с не-
которыми неизвестными продуктами S. aureus, 
взаимодействующими с антителами против 
мышиных цитокинов, может приводить к по-
лучению ложноположительных и завышенных 
результатов при определении концентрации 
цитокинов в тестируемых жидкостях. Авторами 
так же предполагается, что такая кросс-ре ак ция 
может быть связана с продукцией белка А ста-
филококков.

Указанные обстоятельства определяют по-
вышенный интерес к вопросу, насколько связа-
на цитокиноподобная активность S. aureus при 
взаимодействии их супернатантов с антицитоки-
новыми антителами в тест-системах для опреде-
ления цитокинов мышей с наличием у них гене-
тических детерминант (ген spa), ответственных 
за продукцию стафилококкового белка А. Важно 

также совпадает ли такая активность с уже из-
вестными данными по определению ЦПВ у ста-
филококков при использовании тест-систем для 
определения цитокинов человека.

Целью настоящего исследования явилось 
сравнительное изучение цитокиноподобной ак-
тивности у клинических и музейных штаммов 
S. aureus, оппозитных по генетическим марке-
рам стафилококкового белка А, с помощью тест-
систем для мультиплексного иммунофлюорес-
центного анализа цитокинов мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Продукция ЦПВ была изучена у 6 штаммов 
S. aureus, в том числе 2 эталонных штамма из 
АТСС № 6538–209Р и АТСС № 25923 (ТМ2), 
имеющих генетические маркеры стафилокок-
кового белка А (spa), 2 клинических изолята, 
у которых ген spa не выявлялся –  S. aureus Г886 
и S. aureus К33, а также 2 клинических штамма, 
несущих генетический маркер белка А –  S. aureus 
К39 и S. aureus Г885.

Бактерии выращивали в мясопептонном бу-
льоне (МПБ) в течение 24 ч при 37˚С, после чего 
культуры центрифугировали при 3000 об/ мин 
в течение 30 минут и препаративно отбирали 
фильтрат надосадочной жидкости (супернатант).

Наличие в супернатантах бактерий цитоки-
ноподобных веществ (ЦПВ) определяли им-
мунофлюоресцентным методом на приборе 
MAGPIX-100 (США) с использованием 8-пле-
кс ной тест-сис те мы фирмы БИО-РАД (США) 
для определения цитокинов мышей (GM-CSF, 
INF-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α). 
Во всех случаях контролем служил МПБ без 
бактерий.

Наличие гена, ответственного за продукцию 
стафилококкового протеина А (spa), определя-
ли путем постановки ПЦР с использованием 
многоканального амплификатора и подобран-
ных праймеров [5, 6].

Выделение ДНК осуществляли из бактери-
альных взвесей (108 КОЕ/мл), приготовленных 
из суточных агаровых культур S. aureus, сорбци-
онным методом с использованием набора реак-
тивов «ДНК-сорб-В» («ИнтерЛабСервис», Рос-
сия) согласно рекомендации производителя.

Обнаружение ген spa, ассоциированного с па-
тогенностью S. aureus проводили с помощью по-
становки мультиплексной ПЦР с использовани-
ем подобранных праймеров: олигонуклеотидная 
последовательность (5’→3’), AGCACCAAAAGA 
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GGAAGACAA → GTTTAACGACATGTACTCC 
GT размер продукта 200–400 п. н.

Для их подбора, а также оптимальных усло-
вий проведения анализа пользовались програм-
мой PrimerSelect из пакета программ Lasergene, 
в том числе –  Megaline (Lasergene) (DNASTAR, 
Inc. США).

Амплификацию проводили с использовани-
ем стандартных наборов на многоканальном 
амплификаторе «Терцик МС-2» («ДНК-техно-
логия», Россия) по следующему протоколу: 
1 цикл – 94˚C, 5 мин; 30 циклов: 94˚C, 30 сек; 
55˚C, 30 сек; 72˚C, 30 сек; последний цикл –  
2 мин при 72˚C. Продукты амплификации ана-
лизировали путем электрофоретического раз-
деления в горизонтальном 1,7% агарозном геле, 
окрашенном бромистым этидием, в ТАЕ бу-
ферной системе с использованием стандартных 
наборов фирмы «ИнтерЛабСервис». В качестве 
маркеров использовали маркер длин ДНК 100+ 
bp DNA Ladder (ЕвроГен). Положительное за-
ключение о наличии гена делали при обнару-
жении в дорожке специфической светящейся 
полосы определенной массы, которую устанав-
ливали по линейке молекулярных масс.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследования показали, что 4 штамма S. aureus 
(из 6 изученных) несли генетические детер-
минанты синтеза стафилококкового белка А, 
а 2 клинических изолята не имели гена spa. В то 
же время, данные, суммированные в Таблице 1, 
свидетельствуют о том, что через 24 часа культи-
вирования бактерий в МПБ при 37˚С в суперна-

тантах всех изученных штаммах S. aureus опреде-
лялись различные цитокины при использовании 
тест-сис те мы, предназначенной для определе-
ния цитокинов мыши. Более того концентрация 
определенных ЦПВ у изолятов, не несущих ген 
spa, была или идентична, или несколько выше 
чем у штаммов, имеющих генетические марке-
ры белка А. При этом надо отметить тот факт, 
что активность цитокиноподобной продукции 
всех изученных стафилококков была идентич-
на и сравнима с использование тест-сис тем для 
определения цитокинов человека. Важно так 
же отметить тот факт, что у стафилококков при 
использованнии мультиплексной тест-сис те мы 
для опеделения цитокинов мышей ЦПВ выявля-
лись не только IL-1β и TNF-α, а практически все 
изученные цитокины, что с одной стороны под-
тверждает данные других авторов [4], а с другой 
стороны возникает сразу несколько вопросов. 
Во-первых, ЦПВ определяемые в зависимости 
от антител к цитокинам сильно отличаются, так 
у всех штаммов INF-γ, IL-1β , IL-4, IL-10, TNF-α 
выявлялся в очень высоких концентрациях, на 
порядок превышающих уровень ЦПВ при опре-
делении GM-CSF, IL-2, IL-5. Во-вторых, этот 
процесс не зависел от наличия или отсутствия 
гена spa.

Все это выявляет один интересный факт 
о том, что детекция продукции ЦПВ стафило-
кокков зависит в большей степени от типа моно-
клональных антител (к какому цитокину они по-
лучены), чем от типа тест-систем, применяемых 
для анализа (иммуноферментных, иммунофлю-
оресцентных, для определения цитокинов чело-
века или мышей).

Таблица 1. Оценка продукции цитокино-подобных веществ штаммами S. aureus, оппозитными по наличию гена 
spa, иммунофлюоресцентным методом по определению цитокинов мышей (пкг/мл)

Цитокины S. aureus 209Р 
(spa+)

S. aureus TM2 
(spa+)

S. aureus Г 886 
(spa-)

S. aureus К 33 
(spa-)

S. aureus К 39 
(spa+)

S. aureus Г 885 
(spa+)

INFγ 590,0 612,0 485,0 722,0 685,0 301,0

IL-1β 503,0 528,0 398,0 756,0 623,0 327,0

IL-2 10,0 9,5 8,0 10,0 10,0 8,0

IL-4 607,0 648,5 567,5 698,0 702,0 482,0

IL-5 24,0 25,5 13,0 27,0 27,0 10,0

IL-10 301,0 332,0 233,0 418,0 424,0 179,5

TNF-α 354,0 382,0 215,0 440,0 434,0 185,5

GM–CSF 12,0 13,0 10,5 13,0 13,0 9,0
Примечание: (spa+) –  есть ген белка А; (spa-) –  ген белка А не выявлен.
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Учитывая, что ранее были получены данные 
о том, что различными тест-системами, как для 
мультиплексного, так и для иммунофермент-
ного анализов разных фирм производителей 
для определения цитокинов человека у ста-
филококков определялись ЦПВ [7], и выявле-
ние аналогичного эффекта при использовании 
тест-системы для определения цитокинов мы-
шей, возникает вопрос о необходимости выде-
ления этих веществ в чистом виде и их характе-
ристике. Кроме того полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что указанная актив-
ность напрямую не связана с наличием у бакте-
рий генетических детерминант, ответственных 
за секрецию стафилококками белка А, и, по-
видимому, имеет другую природу.

ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенном исследовании установлено, 
в супернатантах суточных бульонных культур 
S. aureus, оппозитных по наличию генетических 
маркеров продукции стафилококкового белка А, 
определяются «сходные» с цитокинами мышей 
ЦПВ в широком спектре и относительно высо-
ких концентрациях. Немаловажным является 
факт штаммовой вариабельности цитокинопо-
добной активности бактерий: в изученной вы-
борке изолятов S. aureus имелись штаммы бак-
терий как с относительной высоким уровнем 
продукции ЦПВ, так и с более низким и не за-
висела от наличия или отсутствия у них генети-
ческих детерминант (spa), ответственных за про-
дукцию белка А, а в большей степени зависела от 
антител к тому или иному виду цитокина. Более 
того, штаммы, не несущие ген spa, секретирова-
ли в среду более высокие концентрации неко-
торых цитокинов по сравнению с оппозитными 
по данному генетическому маркеру штаммами, 
или секреция отдельных ЦПВ у них практиче-
ски была идентичной.

В этой связи необходимо учитывать воз-
можное получение ложно-положительных ре-
зультатов в жидкостях и выделениях человека 
и животных при определении уровней в них 
цитокинов в условиях инфицирования био-
материала S. aureus. Это, например, относится 
к определению цитокинов в слюне, назальном 
секрете, в секретах кишечника, урогенитально-
го тракта, в гнойном содержимом, при сепсисе 
(при септицемии и определение уровней цито-
кинов в крови). Следует также учитывать и уро-
вень ЦПВ стафилококков, вызвавших воспали-
тельный процесс.

ВЫВОДЫ

1. В супернатантах суточных бульонных куль-
тур S. aureus, оппозитных по генетическим мар-
керам белка А стафилококков (spa), выявляются 
цитокиноподобные продукты их секреции в ши-
роком спектре и концентрациях при использо-
вании тест-систем для определения цитокинов 
мышей.

2. Уровень секреции и спектр определяемых 
цитокиноподобных веществ, тестируемых муль-
типлексным анализом цитокинов мышей, не 
зависит от наличия у S. aureus генетических де-
терминант, ответственных за продукцию стафи-
лококкового белка А.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075.
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DETECTION OF CYTOKINE-LIKE SUBSTANCES WITH THE HELP 
OF A TEST SYSTEM FOR THE DETERMINATION OF CYTOKINES 

IN A MOUSE IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS, OPPOSITE FOR SPA GENE
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In the work, cytokine-like activity was studied in 6 strains of Staphylococcus aureus, with and without 
genetic determinants of staphylococcal protein A (spa gene). The spa gene in S. aureus was determined by 
the polymerase chain reaction (PCR) method. The production of cytokine-like substances in the super-
natants of S. aureus daily broth cultures was determined using an 8-plex immunofl uorescence test system 
for the determination of mouse cytokines from BIO-RAD (USA) (GM-CSF, INF-γ, IL-1b, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-10, TNF-α) on the device MAGPIX-100 (USA). It was established that, regardless of the pres-
ence or absence of genetic markers of staphylococcal protein A, cytokine-like substances were detected in 
the supernatants of the studied strains of S. aureus. Thus, the cytokine-like activity of S. aureus, detected 
using a multiplex mouse test cytokine test system, does not depend on the presence of the spa gene in 
bacteria, which is responsible for the production of staphylococcal protein A.
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ВВЕДЕНИЕ

PD-1 (от англ. «Programmed cell death-1» или 
CD279) – трансмембранный белок I типа, при-
надлежащий к суперсемейству иммуноглобули-
нов. Данный белок представлен на активирован-
ных Т- и В-лимфоцитах, НКТ-клетках, а также 
активированных клетках миелоидного ряда [1]. 
Блокада сигнальных путей PD-1 сопровожда-

ется увеличением пролиферативной активно-
сти лимфоцитов мыши и человека в условиях in 
vitro [2,3]. Блокада PD-1 рецептора на лимфо-
цитах моноклональными антителами приводит 
к реактивации специфического противоопухо-
левого ответа. В настоящее время активно ис-
следуются моноклональные антитела –  блокато-
ры PD-1 рецептора в моно- и комбинированной 
терапии опухолей [4–5]. С учетом актуальности 
подобных препаратов для клинической медици-
ны, нами была предпринята попытка разработать 
моноклональные антитела против PD-1 челове-
ка с последующим тестированием их функцио-
нальной активности методом проточной цито-
метрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение моноклональных антител к PD1. 
Моноклональные антитела получали по стан-
дартной методике Kohler G, Milstein C путем 
слияния клеток мышиной миеломы SP2/0 
с лимфоцитами из брюшных и подколенных 
лимфоузлов мыши. Иммунизировали 50 мкг ре-
комбинантного белка к PD-1 рецептору челове-
ка, полученного на трасфецированных клетках 
СНО в полном адьюванте Фрейнда, через месяц 
бустировали в/в 10 мкг того же препарата, слия-

ПОЛУЧЕНИЕ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ К PD-1 
ЧЕЛОВЕКА И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИХ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 

АКТИВНОСТИ МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ
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Рецептор PD-1 относится к семейству CD28. Этот коингибирующий рецептор является одним 
из представителей системы “иммунологических контрольных точек”, поэтому разработка методов, 
позволяющих оценить активность подобных препаратов, весьма актуальна для клинической меди-
цины. В работе проведено получение моноклональных анти-PD-1 антител (АТ) человека и тести-
рование их функциональной активности методом проточной цитометрии. Показано, что данный 
метод эффективен для быстрого скрининга функциональной активности моноклональных АТ.
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ние проводили на четвертый день по бустеру. 
Отбор позитивных линий проводили, используя 
метод прямого ИФА на полистирольных пла-
тах высокого связывания. После клонирования 
и наработки моноклональных антител (мАТ) 
в асцитной жидкости мышей антитела очищали 
методом высаливания сульфатом аммония (45% 
насыщения) и аффинной хроматографии на 
белке А. Оценивали способность мАТ связывать 
PD-1 из раствора и конкурировать с коммерче-
скими антителами анти-PD-1 (Merk, США), 
которые после проведения диализа, конъюгиро-
вали с биотином общепринятым методом, с фи-
нальной концентрацией в 3 мг/мл, за связывание 
с антигеном. По результатам были выбраны для 
дальнейшего исследования 14 мАТ.

Модель. Мононуклеарные клетки гепари-
низированной периферической крови (МНК) 
условно здоровых доноров выделяли общепри-
нятым методом. Затем клетки стимулировали 
ФГА (Sigma, США) в концентрации 15 мкг/мл 
(оптимальная концентрация в тесте стимуляции 
РБТЛ) для повышения экспрессии PD-1 рецеп-
тора на лимфоцитах. МНК инкубировали с плот-
ностью 1,5–2,0×106/мл, 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки (ЭТС) (Hyсlon, США) в среде 
RPMI 1640 с гентамицином 100 мг/л, (Биолот, 
Россия). Для проведения проточной цитометрии 
на каждую из проб брали по 2×105 жизнеспособ-
ных активированных лимфоцитов, дважды от-
мытых избытком ФБР c 2% ЭТС.

Проточная цитофлуориметрия. В получен-
ных после культивирования образцах определя-
ли основные популяции лимфоцитов: Т-клет-
ки выявляли как CD3+, Т-хелперы – как CD3+ 

CD4+, а цитотоксические Т-лимфоциты – как 
CD3+CD8+. Подготовку образцов для проведе-
ния цитофлуориметрического учета проводили 
в соответствие с рекомендациями, приведен-
ными в работе Хайдукова и соавторов [7]. Для 
окрашивания клеток применялась следующая 
панель моноклональных антител: CD3-FITC/
CD4-PE, CD3-FITC/CD8-PE и антитела про-
тив PD-1, конъюгированные с PC5.5, а также 
соответствующие им антитела изотипического 
контроля (все антитела производства Beckman 
Coulter, США) клеток.

Для оценки эффективных концентраций соб-
ственных препаратов анти-PD-1 антител к 50 мкл 
суспензии лимфоцитов в ФБР с 0,2% БСА (содер-
жавшим 4х105 лимфоцитов), добавляли 40 мкл 
тестируемых немеченых антител в следующих 
разведениях: (15, 1,5, 0,15 или 0,015 мкг/ мл) 
и инкубировали 10 мин, затем вносили 10 мкл 

биотинилированных PD-1 (Merk, США), инку-
бировали еще 20 мин, затем образцы отмывали 
избытком ФБР, полученный осадок ресуспен-
дировали и вносили 10 мкл раствора стрептави-
дина, меченного фикоэритрином (12-4317-87, 
eBioscience, США) (в разведении 1:1000), после 
чего инкубировали еще 20 минут в темноте при 
комнатной температуре. В контрольные пробир-
ки вносили ФБР с 0,25% БСА.

Все стадии подготовки образцов к цитоме-
трическому учету осуществляли в полипропи-
леновых пробирках для цитометрии 12х75мм. 
После завершения инкубации образцы дважды 
отмывали избытком ФБР и анализировали на 
проточном цитофлуориметре Epics XL (Beckman 
Coultеr, США). Настройку цитофлуориметра 
осуществляли в соответствии с рекомендация-
ми производителей антител.

Активность тестируемых образцов оценива-
ли по средней интенсивности флюоресценции, 
учитывая 5 000 событий. Процент ингибирова-
ния определяли по отношению средней интен-
сивности флуоресценции разведений немеченых 
образцов к стандартному образцу. Результаты 
повторяли не менее трех раз.

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием программ Statistica. Определя-
ли среднее арифметическое, ошибку средне-
го арифметического, достоверность различий 
определяли при помощи t-критерий Стьюдента 
(при объединении популяций лимфоцитов).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Свежевыделенные МНК представляют не 
самую удобную модель для тестирования анти-
PD-1 моноклональных антител. Вместе с тем, 
экспрессия гена PD-1 на циркулирующих в пе-
риферической крови человека Т-лимфоцитах 
увеличивается после стимуляции anti-CD3 или 
anti-CD3/CD28 mAb [3]. Было показано, что 
уровень экспрессии белковой формы PD-1 по-
вышался на Т-хелперах периферической крови 
примерно в четыре раза (с 10% до 40%) уже через 
сутки после внесения в среду для культивиро-
вания клеток РМА и иономицина [8]. В работе 
Saunders и соавторов было проведено сравни-
тельное исследование уровня экспрессии PD-1 
на СD3-позитивных лимфоцитах перифери-
ческой крови человека после стимуляции anti-
CD3 моноклональными антителами и ФГА сти-
муляции. Авторы показали, что только 15–18% 
нестимулированных СD3-позитивных лимфо-
цитов экспрессируют PD-1. Причем после сти-
муляции ФГА наблюдали максимально быстрое 
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и значительное увеличения процента клеток, 
экспрессирующих PD-1 (27–35% через 24 ч; 
80–84% через 48 ч и более 90% через 72 и 96 ч). 
Проанализировав литературные данные, мы вы-
брали в качестве модели ФГА стимулированные 
лимфоциты периферической крови человека на 
3–4 сутки активации.

Фенотипический анализ МНК, проведенный 
в работе выявил, что на 3 сутки 60,5 (4,8)% лим-
фоцитов были CD3-позитивны и 81,8 (5,15)% 
на 4 сутки. Содержание Т-хелперов на 3 сутки 
составляло 41,1 (0,52)% и 45,8 (0,95)% на 4 сут-
ки. Т-супрессоры составляли 20,1 (1,31)% об-
щей популяции на 3 сутки стимуляции и 31,2 
(1,23)% на 4 сутки.

Анализ уровня экспрессии PD-1 рецептора 
на лимфоцитах периферической крови челове-
ка, как с помощью биотинилированных анти-
PD-1 антител (цитофлюориметр Epics XL), 
так и антител против PD-1, конъюгированных 
с PC5.5 (проточный цитофлюориметр Navios), 
показал, что 60–80% клеток (в зависимости от 
донора) позитивны на 3 и 4 сутки стимуляции. 
Из представленных результатов видно, что прак-
тически все CD3 лимфоциты экспрессировали 
PD-1, что позволяло рассматривать разработан-
ную нами систему в качестве оптимальной для 
проведения работ по тестированию препаратов 
антител, полученных против PD-1 человека. 
Полученные результаты соответствуют данным 
литературы [8, 9].

В ходе дальнейших экспериментов на опи-
санной выше модели PD-1-позитивных лимфо-
цитов оценивали специфичность связывания 
и дозозависимый эффект немеченых функцио-
нальных антител. С применением моле ку ляр-
но-би о логических методов исследования было 
выделено 14 клонов, продуцирующих искомые 
антитела. Дальнейшее тестирование монокло-
нальных антител проводили методом проточ-
ной цитофлуориметрии в тесте лимфопроли-
феративной блокады. Тестировали серийные 
разведения немеченых образцов АТ в диапазо-
не (15–0,015 мкг/мл). РЕ сигнал оценивали на 
основании физического гейта всей популяции 
лимфоцитов. В результате анализа выявлено че-
тыре образца немеченых антител, которые были 
способны дозозависимо блокировать связыва-
ние биотинилированных PD-1 антител с рецеп-
тором на лимфоцитах в диапазоне от 15 мкг/мл 
до 0,15 мкг/мл. Образцы № 11 и № 18 блокиро-
вали связывание с рецептором в диапазоне от 
15 мкг/мл до 0,015 мкг/мл. Процент ингибиро-
вания связывания немеченых моноклональных 

PD-1 антител и анти PD-1/Bi антител c рецеп-
тором на лимфоцитах отражен на Рисунке 1.

ВЫВОДЫ

1. Полученные моноклональные антитела 
связаваются с PD-1 рецептором на лимфоцитах 
человека.

2. Использованная модель адекватна и пер-
спективна для анализа активности и специфич-
ности моноклональных антител против PD-1 
рецептора.

Авторы выражают искреннюю благодарность 
сотрудникам отдела иммунологии ФГБНУ “Ин-
ститут экспериментальной медицины” к. б. н.,
 с. н. с. Кудрявцеву И. В. и н. с. Серябряковой М. К. 
за консультации и техническую поддержку в вы-
полнении работы.
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ВВЕДЕНИЕ

Туляремия представляет собой зоонозное 
при род но-очаговое инфекционное заболева-
ние, вызываемое внутриклеточной бактерией 
Francisella tularensis. Вакцинопрофилактику ту-
ляремии на территории России проводят вак-
циной туляремийной живой сухой, созданной 
на основе штамма F. tularensis 15 НИИЭГ [1]. 
В странах Западной Европы и Северной Амери-
ки вакцинорпофилактику проводят по показа-
ниям только среди военнослужащих, используя 
живую вакцину, содержащую штамм F. tularen-
sis LVS (Live Vaccine Strain), полученный в ре-
зультате многочисленных пассажей F. tularensis 
15 in vitro [2, 3]. Существующие аттенурирован-
ные вакцинные штаммы формируют длитель-
ный иммунитет против туляремии (5 лет), но 
характеризуются умеренной реактогенностью 
и генетической нестабильностью [4, 5]. Кроме 
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того, вакцинные штаммы F. tularensis 15 НИИЭГ 
и LVS не формируют протективный иммунитет 
против аэрозольного заражения вирулентными 
штаммами F. tularensis subsp. tularensis, что пока-
зано на многих биологических моделях [6, 7, 8]. 
Поэтому разработка безопасной и протектив-
ной туляремийной вакцины является актуаль-
ным вопросом.

Многолетние исследования возбудителя ту-
ляремии позволили охарактеризовать метабо-
лизм бактерий, выяснить механизмы их внутри-
клеточного размножения и реакции иммунной 
системы на патоген [9, 10]. Генетические методы 
направленной модификации генома F. tularen-
sis и полногеномное секверинование подвидов 
туляремийного микроба позволило получить 
новые вакцинные штаммы [11]. В нашем науч-
ном Центре было создано 2 штамма-кандидата 
в вакцинные: F. tularensis SRI-1 (с инактиви-
рованными генами iglC (одной копией) и recA, 
а также модификацией гена sodB) и F. tularensis 
15/23–1ΔrecA (с инактивированными генами 
iglC (одной копией) и recA). Полученные штам-
мы характеризуются снижением реактогенно-
сти по сравнению с исходным штаммом F. tula-
rensis 15 НИИЭГ [12, 13].

Уровень протективности иммунитета опре-
деляется в ранние сроки после вакцинации, 
когда происходит активация отдельных субпо-
пуляций иммунокомпететных клеток (ИКК), 
запускается синтез цитокинов и регулируется 
пролиферативная активность лимфоцитов.

Цель исследования –  сравнить ранний иммун-
ный ответ лимфоцитов мышей после иммуниза-
ции F. tularensis 15 НИИЭГ и его производными: 
F. tularensis SRI-1 и F. tularensis 15/23–1ΔrecA.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на базе Государ-
ственного научного центра прикладной микро-
биологии и биотехнологии Роспотребнадзора 
(рп Оболенск).

Мышей BALB/c (ФИБХ Питомник «Пущи-
но», МО, г. Пущино) – по 10 особей в группе –  
иммунизировали однократно, подкожно в дозе 
102 КОЕ/мл вакцинным штаммом F. tularen-
sis 15 НИИЭГ, F. tularensis SRI-1 или F. tularensis 
15/23–1ΔrecA («ГКПМ-Оболенск). В качестве 
контроля выступала группа интактных мышей.

На 3 сутки после иммунизации по 5 живот-
ных каждой группы эвтаназировали, получали 
кровь и селезенки, откуда выделяли лимфоци-
ты на градиенте плотности Histopaque-1,077 

(Sigma, США). Субпопуляционный состав лим-
фоцитов определяли с использованием следую-
щих комбинаций моноклональных антител: ак-
тивированные цитотоксические Т-лимфоциты 
и Т-хелперы –  CD45 APC-cy7, CD3 FITC, CD4 
APC, CD69 PE, CD25 PerCP-cy5.5, CD30 PE, 
CD28 PerCP-cy5.5; активированные В-лим фо-
ци ты –  CD19 APC, CD69 FITC, CD25 PerCP-
cy5.5, CD30 PE, CD86 PE (все производства 
eBioscience, США). Цитометрические исследо-
вания проводили на проточном цитофлюори-
метре FACSAria III (Becton Dickinson, США) 
с использованием программного обеспечения 
BD FACSDiva (версия 8.0).

Для определения протективной активности 
вакцинных штаммов животным на 30 сутки по-
сле их иммунизации подкожно вводили в дозе 
1000 LD50 (3000 КОЕ) тест-заражающий штамм 
F. tularensis subsp. tularensis Schu. Наблюдение за 
животными вели в течение 21-х суток.

Перед заражением у животных получали 
сыворотку крови для опредения антител к ли-
пополисахариду (ЛПС) F. tularensis 15 НИИЭГ 
методом иммуноферментного анализа соглас-
но руководству [14]. Учет результатов проводи-
ли на приборе Thermo Scientifi c Varioskan Flash 
(Thermo Scientifi c, США).

Статистика. Систематизация исходной ин-
формации и визуализация полученных резуль-
татов осуществлялись в электронных таблицах 
Microsoft Offi  ce Excel 2013. Данные по титрам 
антител выражали при помощи среднеарифме-
тического значения группы и его стандартного 
отклонения. Результаты цитометрических дан-
ных описывались при помощи среднеарифме-
тического значения (M) и стандартной ошибки 
среднего (m). Достоверность отличий определя-
ли с помощью U-критерия Манна-Уитни (при 
p <0,05) для независимых совокупностей [15] 
с помощью программы IBM SPSS Statistics вер-
сии 23.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мыши, иммунизированные F. tularensis SRI-1, 
были полностью защищены от заражения вы-
соковирулентным штаммом F. tularensis Schu 
(Рис. 1А). Животные, иммунизированные F. tu-
larensis 15 НИИЭГ и F. tularensis 15/23–1ΔrecA, 
выживали в 86,7% и 80% случаев, соответствен-
но. Все мыши интактной группы погибали к 5-м 
суткам после заражения F. tularensis Schu.

На 30 сутки после иммунизации во всех груп-
пах иммунизированных животных в сыворотке 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

Иммунный ответ мышей, иммунизированных туляремийным вакцинным штаммом и его производными 1179

Таблица 1. Изменение субпопуляционного состава лимфоцитов, полученных из крови и селезенок мышей линии 
BALB/c, после иммунизации штаммами F. tularensis (M±m).

Группы мышей*
Субпопуляции 
лимфоцитов

F. tularensis 15 
НИИЭГ

F. tularensis 
SRI-1

F. tularensis 
15/23-1 Δ recA Контроль p**

Показатели крови,%

CD19+CD69+ 7,56±0,60 7,74±0,53 4,56±0,39 3,06±0,9 p2<0,05 
p3<0,05

CD19+CD25+ 8,4±0,86 5,02±0,23 5±0,15 4,96±0,09 p1<0,05 
p3<0,05

CD19+CD30+ 3,68±0,30 7,36±0,59 3,62±0,59 3,11±0,07 p1<0,05 
p2<0,05

CD19+CD86+ 8,2±0,70 7,69±0,65 4,34±0,41 3,94±0,1 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD69+ 3,39±0,18 3,87±0,14 4,19±0,16 4,23±0,06
CD3+CD4+CD25+ 3,88±0,12 3,72±0,18 3,6±0,17 3,16±0,06

CD3+CD4+CD30+ 6,32±0,44 5,27±0,49 2,9±0,13 2,98±0,64 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD28+ 4,19±0,28 3,73±0,22 3,34±0,89 3,31±0,08
CD3+CD8+CD69+ 3,2±0,14 7,24±0,62 5,54±0,67 3,34±0,76 p1<0,05

CD3+CD8+CD25+ 3,87±0,26 7,12±0,48 6,73±0,51 3,18±0,07 p1<0,05 
p3<0,05

CD3+CD8+CD30+ 7,08±0,29 3,57±0,15 3,22±0,1 3,12±0,59 p1<0,05 
p3<0,05

CD3+CD8+CD28+ 3,38±0,51 2,96±0,10 3,98±0,19 3,19±0,08
Показатели спленоцитов,%

CD19+CD69+ 5,95±0,57 6,25±0,45 2,94±0,24 2,98±0,64 p2<0,05 
p3<0,05

CD19+CD25+ 3,14±0,1 3,54±0,11 3,28±0,15 3,21±0,44
CD19+CD30+ 5,05±0,86 5,55±1,18 3,66±0,39 3,24±0,66
CD19+CD86+ 13,74±1,01 12,41±0,97 6,77±1,27 5,06±0,07

CD3+CD4+CD69+ 9,2±0,82 10,5±0,71 6,0±0,18 5,85±0,07 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD25+ 5,04±0,16 4,5±0,24 4,09±0,18 4,4±0,06 p2<0,05 
p3<0,05

CD3+CD4+CD30+ 4,2±0,7 5,0±0,36 3,8±0,42 3,5±0,02

CD3+CD4+CD28+ 8,4±0,89 4,34±0,47 3,37±0,17 3,18±0,05 p1<0,05 
p3<0,05

CD3+CD8+CD69+ 7,57±0,86 12,7±1,18 5,54±0,53 5,42±0,13 p1<0,05 
p2<0,05

CD3+CD8+CD25+ 3,73±0,2 4,41±0,26 3,29±0,19 3,32±0,07
CD3+CD8+CD30+ 3,85±0,2 4,52±0,41 4,48±0,26 3,3±0,08

CD3+CD8+CD28+ 3,93±0,21 9,62±,01 4,16±0,34 3,94±0,76 p1<0,05 
p2<0,05

Примечания: *– Показанные результаты являются данными трех независимых экспериментов, каждый с использовани-
ем 5-ти отдельных животных в группе. **– достоверность отличий по U-критерию Манна-Уитни между группами мы-
шей, иммунизированных: p1<0,05 –  F. tularensis 15 НИИЭГ и F. tularensis SRI-1; p2<0,05 –  F. tularensis SRI-1 и F. tularensis 
15/23–1ΔrecA; p3<0,05 –  F. tularensis 15/23–1ΔrecA и F. tularensis 15 НИИЭГ.
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был выявлен сопоставимый уровень антител 
к ЛПС F. tularensis (Рис. 1В).

Во всех группах иммунизированных живот-
ных наблюдалось количественное и качествен-
ное изменение субпопуляций Т- и В-лимфо-
цитов по сравнению с интактной группой 
(Таблица 1).

Сравнительный анализ субпопуляций Т-лим-
фоцитов показал, что на 3 сутки после иммуни-
зации штаммом F. tularensis 15 НИИЭГ у мышей 
происходила активация Т-хел пе ров (CD3+CD4+), 
о чем свидетельствовало усиление экспрессии 
CD69 рецептора на их поверхности в селезенке, 
и CD30 молекулы –  в крови. В группе мышей, 
иммунизированных F. tularensis SRI-1 наблюда-
лась активация как Т-хел пе ров, так и цитоток-
стических Т-лим фо цитов. А у мышей, иммуни-
зированных F. tularensis 15/23–1ΔrecA на 3 сутки 
иммуногенеза не наблюдалось достоверного уве-
личения процента CD69+ или CD30+ Т-лим фо-
ци тов. В этой группе мышей было выявлено 
только увеличение CD3+CD8+CD25+ субпопуля-
ции в крови. Уровень экспрессии ко-ре цеп тор-
ной CD28 молекулы увеличивался на Т-хел пе рах 
в группе мышей, иммунизированных F. tularensis 
15 НИИЭГ, и на поверхности цитотоксических 
Т-лим фо ци тов, после иммунизации F. tularensis 
SRI-1.

Анализ субпопуляции В-лимфоцитов пока-
зал достоверное увеличение CD19+CD69+ кле-
ток в селезенке и крови мышей, вакцинирован-
ных F. tularensis 15 НИИЭГ и F. tularensis SRI-1. 
Было отмечено достоверное увеличение коли-

чества CD19+CD25+ клеток в крови мышей, вак-
цинированных F. tularensis 15 НИИЭГ. В группе 
мышей, иммунизированных F. tularensis SRI-1, 
в крови наблюдали увеличение CD19+CD30+ 
субпопуляции. Уровень экспрессии ко-сти му-
ли рую щей молекулы CD86 достоверно увели-
чивался на поверхности В-лим фо ци тов, выде-
ленных из селезенок и крови, вакцинированных 
F. tularensis 15 НИИЭГ и F. tularensis SRI-1. На 
3-и сутки после иммунизации мышей F. tularen-
sis 15/23–1ΔrecA в популяции В-лим фо ци тов 
изменения уровня экспрессии анализируемых 
молекул выявлено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты наших экспериментов показа-
ли, что после иммунизации мышей вакцинным 
штаммом и его производными, в крови живот-
ных появлялись антитела к ЛПС F. tularensis и их 
уровень достоверно не различался между груп-
пами. Тем не менее в экспериментах по зара-
жению иммунных мышей высоковирулентным 
штаммом F. tularensis Schu были получены раз-
ные уровни выживаемости. Полученные резуль-
таты не противоречат литературным данным, 
свидетельствующим об отсутствии корреляции 
уровня антител к ЛПС F. tularensis с протектив-
ной защитой животных от заражения [16, 17].

На моделях мышей и крыс было показано, 
что защитная способность антител зависит от 
функциональной активности Т-лим фо ци тов 
[15, 18, 19]. Следовательно, защита, наблюдае-
мая в этих моделях, свидетельствует о важной 

Рисунок 1. Выживаемость мышей после заражения бактериями F. tularensis Schu в дозе 1000 LD50 (3000 КОЕ) (А) 
и тиры IgG антител к ЛПС F. tularensis 15 в крови животных до заражения (В).
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регулирующей роли Т-клеточного звена в фор-
мировании протективного иммунитета.

Известно, что в первые 3-е суток после пер-
вичного проникновения бактерий формируют-
ся реакции врожденного иммунитета, а затем 
запускаются реакции адаптивного иммунитета. 
В связи с этим мы оценили уровень активации 
Т- и В-лимфоцитов в крови и селезёнке мышей 
на 3-и сутки после их иммунизации разными 
штаммами бактерий F. tularensis.

Ранним маркером активации клеток яв-
ляется CD69 рецептор, который играет важ-
ную регулирующую роль в переключении не-
специфических реакций ИКК на адаптивные, 
участвует в регуляции эффекторной активности 
лимфоцитов, а также CD69 рецептор отражает 
презентирующую активность антигенпрезенти-
рующих клеток (АПК) [20]. Результаты наших 
экспериментов показали, что на 3-и сутки после 
вакцинации штаммами F. tularensis 15 НИИЭГ 
и F. tularensis SRI-1 у мышей в крови и селезенке 
увеличивалось количество CD69+ В-лим фо ци-
тов, что позволяет предположить об их активном 
включении в формирование специфических 
реакций. В этих же группах мышей увеличива-
лось количество В-кле ток, экспрессирующих 
CD86 рецептор, что отражает усиление межкле-
точных взаимодействий. Об усилении межкле-
точных взаимодействий свидетельствует также 
повышение уровня CD28 молекулы при имму-
низации F. tularensis 15 НИИЭГ на поверхности 
CD3+CD4+, а в группе мышей F. tularensis SRI-1 –  
на поверхности CD3+CD8+ клеток. CD28 рецеп-
тор, который связывается с CD80 и/или CD86 
рецепторами на АПК, является классической 
костимулирующей молекулой, участвующей 
в обеспечении нормального иммунного ответа. 
Отсутствие межрецепторных взаимодействии 
с CD28 рецептором приводит к формированию 
лимфоцитарной толерантности [21].

В группе мышей, иммунизированных F. tula-
rensis 15 НИИЭГ, отмечали усиление экспрес-
сии CD25 рецептора на поверхности В-лим фо-
ци тов. Как известно, лигандом CD25 рецептора 
является ИЛ-2 при связывании которого проис-
ходит усиление пролиферативной активности 
лимфоцитов. По всей видимости, бактерии F. tu-
larensis 15 НИИЭГ инициируют пролифератив-
ную активность лимфоцитов раньше остальных 
штаммов сравнения. В группе мышей, иммуни-
зированных F. tularensis SRI-1 наблюдали повы-
шение экспрессии CD30 рецептора на поверх-
ности В-лимфоцитов, что, вероятно, отражает 
усиление эффекторной активности клеток, т. к. 

появление CD30 молекулы коррелирует с ак-
тивным синтезом этой клеткой ИЛ-17A [22].

Т-лимфоциты также являются ключевыми 
медиаторами протективного туляремийного им-
мунитета [17, 23]. При туляремийной инфекции 
важную роль играют и цитотоксические лим-
фоциты и Т-хелперы. Об этом свидетельствует 
снижение протективного иммунитета у мышей 
BALB/c и C57Bl/6 при истощении CD4+ или 
CD8+ T-клеток у иммунных животных до зара-
жения вирулентным штаммом F. tularensis [24]. 
Результаты наших исследований показали, что 
после вакцинации F. tularensis SRI-1 увеличи-
валось количество CD69+-позитивных клеток 
в субпопуляциях Т-хелперов и цитотоксических 
лимфоцитов, а также CD3+CD8+CD25+ кле-
ток. После вакцинации F. tularensis 15 НИИЭГ 
в селезенке мышей достоверно увеличивалось 
количество только CD3+CD4+CD69+ клеток 
и CD3+CD8+CD30+ клеток. В группе мышей, 
вакцинированных F. tularensis 15/23–1ΔrecA, 
увеличивалось только содержание CD3+CD8+ 

CD25+ клеток в крови.

ВЫВОДЫ

1. Штамм F. tularensis SRI-1 –  кандидат в вак-
цинные –  отличается от штаммов F. tularensis 15 
НИИЭГ и F. tularensis 15/23–1ΔrecA 100% защи-
той мышей от подкожного заражения высоко-
вирулентным штаммом F. tularensis Schu в дозе 
3000 КОЕ/мышь.

2. На 30 сутки иммуногенеза уровень титров 
антител к ЛПС F. tularensis практически не от-
личается между группами мышей, иммунизиро-
ванными F. tularensis SRI-1, F. tularensis 15 НИИЭГ 
и F. tularensis 15/23–1ΔrecA.

3. В ранние сроки иммуногенеза выявлены 
повышенная активация В-лимфоцитов и цито-
токсических лимфоцитов в крови у мышей, им-
мунизированных F. tularensis SRI-1, в отличие от 
двух других иммунных групп животных.

4. В селезенке в ранние сроки иммуногенеза 
выявлено увеличенное содержание активиро-
ванных цитотоксических лимфоцитов у мышей, 
иммунизированных F. tularensis SRI-1, в отличие 
от других иммунизированных групп животных.

Работа выполнена в рамках Отраслевой про-
граммы Роспотребнадзора.
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Рассеянный склероз (РС) относится к иммунологически опосредованным заболеваниям нерв-
ной системы, характеризующимся формированием очагов демиелинизации, в составе которых 
накапливаются лимфоциты. Целью исследования был анализ субпопуляционного состава «по-
ляризованных» Т-хелперов (Th) периферической крови у пациентов с РС (n=38) с низкой дли-
тельностью заболевания –  1 год (8 мес; 1,5 года) и низким уровнем инвалидизации (EDSS –  1,0 
(1,0; 1,5) балов). В группу сравнения были включены 48 условно здоровых доноров, которые до-
стоверно не отличались от больных РС по своему половому и возрастному составу. Было показа-
но, что в рамках CD45RA–CD3+CD4+ при РС достоверно снижается доля Th1 лимфоцитов, тогда 
как уровни циркулирующих Th17 и фолликулярных Th достоверно превосходят значения конт-
роля. Анализ коэкспресии хемокиновых рецепторов CD45RA–CD62L+ Th у больных РС выявил 
достоверное снижение доли Th1 клеток и увеличение содержания Tfh клеток. Также нами были 
выявлены существенные изменения субпопуляционного состава «поляризованных» CD45RA–

CD62L– Th клеток при РС, связанные со снижением уровня Th1 и увеличением долей Th17 и фол-
ликулярных Th. По-видимому, Th17 в составе нервной ткани отвечают за инфильтрацию ней-
трофилами последней, тогда как Tfh могут принимать активное участие в формировании ответа, 
опосредованного В-лимфоцитами, в непосредственной близости от очага поражения, что может 
сопровождаться синтезом аутоантител и усилением активности нейтрофилов.

Ключевые слова: рассеянный склероз, проточная цитометрия, хемокиновые рецепторы, фол-
ликулярные Т-хелперы, Т-хелперы 17
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ВВЕДЕНИЕ

Рассеяний склероз (РС) относится к имму-
нологически опосредованным заболеваниям 
нервной системы с гетерогенным патогенезом, 
включающим развивающиеся в определенной 
степени независимо друг от друга аутоиммун-
ные воспалительные реакции и нейродегенера-
тивные процессы [1]. Одним из признаков РС 
является разрушение миелина в белом веществе 
отдельных участков головного и спинного мозга. 
В очагах демиелинизации обычно обнаружива-
ется высокое содержанием лимфоидных клеток, 
проникших через ге ма то-эн це фа ли чес кий ба-
рьер [2]. Следует отметить, что к направленной 
миграции в воспаленные ткани способны ан ти-
ген-спе цифические Т-клетки эффекторной па-
мяти с фенотипом CD45RA–CD62L–, прошедшие 
ан тиген-зависимую дифференцировку в пери-
ферических лимфоидных органах и утратившие 
молекулы «хоуминга» в лимфоидную ткань, 
но обладающие выраженными эффекторными 
свойствами [3]. Однако столь же важны Т-хел пе-
ры центральной памяти (CD45RA–CD62L+), так 
как именно они формируют пул клеток, способ-
ных формировать и поддерживать на определен-
ном уровне клон эффекторных клеток при по-
вторном контакте с антигеном [4].

Среди различных субпопуляций Т-хелперов 
ведущую роль в патогенезе РС отводилась Т-хел-
пе рам 1 типа (Th1), способным с продукции 
IFNγ [5], однако в последние годы появляется 
все больше работ, посвященных исследованию 
другой субпопуляции Т-кле ток –  Т-хел пе ров 17 
(Th17), рассматриваемых в качестве одних из 
самых перспективных мишеней для терапии 
РС [6]. С другой стороны, в составе плазмы 
крови и (СМЖ) больных РС отмечается резкое 
увеличение уровня IL-21, а также содержания 
циркулирующих фолликулярных Т-хел пе ров 
(Tfh) периферической крови [7], роль которых 
при данной патологии остается мало изучен-
ной. При изучении очагов повреждения нерв-
ной ткани при помощи гибридизации in situ 
и методов иммуногистохимии были обнаруже-
ны скопления CD3-по зи тив ных лимфоцитов, 
способных к экспрессии гена IL-17 и синтезу 
данного цитокина [8]. Несколько позднее также 
было обнаружено, что белое вещество в очагах 
поражения содержит еще и CD4-по зи тив ные 
лимфоциты, секретирующие IL-21 –  ключевой 
цитокин фолликулярных Т-хел пе ров [9]. Поэ-
тому целью данного исследования стал анализ 
относительного содержания различных субпо-

пуляций Т-хел пе ров у больных на самых ранних 
стадиях развития РС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 38 больных 
(16 мужчин и 22 женщины) с рецидивирующей 
формой РС. Диагноз РС устанавливался соглас-
но критериям МакДональда [10]. В исследова-
ние вошли пациенты, никогда не получавшие 
препаратов, изменяющих течение РС (ПИТРС) 
и системных кортикостероидов в течение по-
следних 90 дней. Всем пациентам проводился 
стандартный неврологический осмотр с после-
дующей балльной оценкой степени поражения 
функциональных систем: зрительной, пирамид-
ной, мозжечковой, чувствительной, функций 
тазовых органов, ствола мозга. Также подсчиты-
вался балл по интегративной шкале EDSS –  рас-
ширенная шкала инвалидизации [11]. Длитель-
ность заболевания РС составляла 1 год (8 мес; 
1,5 года), тогда как уровень инвалидизации, вы-
раженная в баллах шкалы EDSS, составляла 1,0
(1,0; 1,5). В группу сравнения были включены 
48 условно здоровых доноров, которые досто-
верно не отличались от больных РС по своему 
половому и возрастному составу. Исследования 
были проведены с информированного согласия 
испытуемых и в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной ассоциации «Этические 
принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправка-
ми 2000 г. и «Правилами клинической практи-
ки в Российской Федерации», утвержденными 
Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. 
Исследование одобрено Комиссией по этике 
ФГБУН «Институт мозга человека им. Н. П. Бех-
теревой» РАН 23 октября 2014 года.

Объектом исследования служила венозная 
кровь больных РС и условно здоровых доноров, 
полученная путем пункции периферической 
вены и собранная в вакуумные пробирки с со-
держанием K3ЭДТА. Все исследования проводи-
лись в день взятия крови. Подготовку образцов 
периферической крови и настройку проточно-
го цитофлуориметра проводили в соответствии 
с рекомендациями, изложенными Хайдуко-
вым С. В. и соавторами [12]. Для выявления 
основных популяций Т-хел пе ров перифериче-
ской крови с фенотипом CD3+CD4+ применял-
ся следующий набор моноклональных антител 
(все антитела производства Beckman Coulter 
Inc., USA): CD3-FHC-AF750 (клон UCHT1) 
и CD4-PacBlue (клон 13B8.2), CD45RA-FITC 
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(клон 2H4LDH11LDB9 (2H4)) и CD62L-PE 
(клон DREG56). В дальнейшем в рамках обще-
го пула Т-хел пе ров памяти (CD45RA–), а так-
же Th клеток центральной (CD45RA–CD62L+) 
и эффекторной (CD45RA–CD62L–) памяти 
оценивали ко-экс прес сию хемокиновых рецеп-
торов при помощи следующего набора анти-
тел (все антитела производства Biolegend Inc., 
USA) –  CCR4-BV510 (CD194, клон L291H4), 
CCR6-PC7 (CD196, клон G034E3), CXCR3-APC 
(CD183, клон G025H7) и CXCR5-PerCP/Cy5.5 
(CD185, клон J252D4). Удаление эритроцитов 
из образцов проводили с использованием лизи-
рующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, 
США), к 975 мкл которого ex tempera добавляли 
25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 Fixative 
Solution (Beckman Coulter, США). После раз-
рушения эритроцитов образцы однократно от-
мывали избытком физиологического раствора 
при 330 g в течение 7 минут, после чего надо-
садок удаляли, а клеточный осадок ресуспен-
дировали в физиологическом растворе с рН 
7,2–7,4, содержащем 2% параформальдегида 
(Sigma-Aldrich, США). Анализ образцов прово-

дили на проточном цитофлуориметре Navios™ 
(Beckman Coulter, США), оснащенном тремя 
диодными лазерами 405, 488 и 638 нм. Обра-
ботку цитофлуориметрических данных про-
водили при помощи программ Navios Software 
v.1.2 и Kaluza™ v.1.5a (Beckman Coulter, США). 
Анализ коэкпрессии хемокиновых рецепто-
ров CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 проводили 
с применением тактики «гейтирования», осно-
ванной на иерархических дендрограммах для 
общего пула CD45RA-не га тив ных Th памяти, 
а также СМ и ЕМ Th, описанной ранее [13]. Th1 
клеток определяли как CXCR5–CXCR3+CCR6–

CCR4–, Th2 лимфоциты обладали фенотипом 
CXCR5–CXCR3–CCR6–CCR4+, тогда как фено-
тип Th17 и Tfh описывали как CXCR5–CCR6+ 
и CXCR5+, соответственно.

Статистическую обработку проводили при 
помощи программного обеспечения Statistica 8.0 
(StatSoft, USA) и GraphPad Prism 4.00 for Windows 
(GraphPad Prism Software Inc., USA). Резуль-
таты выражали в виде% позитивных клеток от 
искомой популяции и приводили в виде ме-
дианы и интерквартильного размаха (Q25; Q75). 

Рисунок 1. Относительное содержание Th1, Th2, Th17 и фолликулярных Т-хелперов (Tfh) среди CD45RA–CD3+ 

CD4+ лимфоцитов периферической крови больных РС.
Примечание: Здесь и далее на рисунках 2 и 3: черным обозначены результаты, полученные для больных РС (n=38), бе-
лым –  результаты группы контроля (n=48). Результаты приведены в виде медианы (Ме) и интерквартильного размаха 
(Q25 и Q75). Достоверные различий указана согласно непараметрическому U-критерию Манна-Уитни.
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Сравнение уровней основных субпопуляций Th 
у больных РС и группы контроля проводили при 
помощи U-критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ относительного и абсолютного со-
держания общего числа Т-лимфоцитов перифе-
рической крови с фенотипом CD3+ не выявил 
достоверных различий между больными РС 
и группой сравнения (76,83% (71,93; 80,26) про-
тив 78,29% (72,92; 83,46) при р=0,372, а также 
1472 кл/1 мкл (1092; 1770) против 1324 кл/1 мкл 
(1136; 1615) при р=0,492, соответственно). Нами 
также не было обнаружено различий между 
сравниваемыми группами по относительному 
и абсолютному содержанию Th клеток с фено-
типом CD3+CD4+ (48,73% (41,73; 52,20) против 
49,14% (42,69; 53,05) при р=0,629 и 909 кл/1 мкл 
(702; 1112) против 808 кл/1 мкл (685; 1041) при 
р=0,548, соответственно).

Было показано, что относительное содержа-
ние CD45RA–CD3+CD4+ клеток у больных РС 
в рамках общего пула лимфоцитов перифериче-
ской крови снижается относительного группы 
контроля (28,72% (26,44; 33,09) и 32,59% (28,84; 
37,18) при р=0,027), тогда как по абсолютному 

содержание клеток данного фенотипа разли-
чий отмечено не было (561 кл/1 мкл (403; 684) 
и 557 кл/1 мкл (462; 730), р=0,465). Результаты 
анализа распределения общего пула Th памяти 
по основным субпопуляциям «поляризованных» 
Th клеток приведены на Рис. 1. Показано, что 
при РС достоверно снижается доля Th1 лимфо-
цитов (с 16,69% (12,09; 20,72) до 11,41% (7,50; 
15,12) при р<0,001), тогда как уровни циркули-
рующих Th17 и фолликулярных Th достоверно 
превосходят значения, полученные для группы 
контроля (46,81% (41,09; 52,74) против 41,35% 
(36,21; 47,69) при р=0,003 и 18,01% (14,54; 21,41) 
против 14,79% (12,46; 18,34) при р=0,010, соот-
ветственно).

В ходе дальнейших исследований общий пул 
циркулирующих в периферической крови Th па-
мяти был разделен на две субпопуляции –  Т-хел-
пе ры центральной памяти (СМ) с фенотипом 
CD45RA–CD62L+, «патрулирующие» перифе-
рические лимфоидные органы в поисках по-
вторного контакта со специфическим анти-
геном, и Т-хел пе ры эффекторной памяти (ЕМ) 
с фенотипом CD45RA–CD62L–, которые спо-
собны покидать кровоток и направленно мигри-
ровать в очаг воспаления для выполнения там 

Рисунок 2. Относительное содержание Th1, Th2, Th17 и фолликулярных Т-хелперов (Tfh) среди Т-хелперов цен-
тральной памяти (CD45RA–CD62L+) лимфоцитов периферической крови больных РС.
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эффекторных функций. Так, не было отмечено 
достоверных различий (р=0,244 и р=0,370, со-
ответственно) по относительному и абсолютно-
му содержанию СМ клеток – CD45RA–CD62L+ 
Th у больных РС составляли 21,19% (18,72; 
24,78) от общего пула Th при концентрации 
в 401 кл/1 мкл (284; 511), тогда как в группе кон-
троля эти значения составили 19,84% (17,12; 
23,25) и 338 кл/1 мкл (279; 497), соответственно. 
Анализ ко-экс прес сии хемокиновых рецепторов 
СМ Th у больных РС выявил достоверное сни-
жение доли Th1 клеток (с 13,80% (11,24; 18,03) до 
9,46% (7,35; 14,19) при р<0,001) и увеличение со-
держания Tfh клеток (с 18,16% (15,60; 21,63) до 
20,98% (17,39; 24,89) при р=0,018), тогда как по 
содержанию Th2 и Th17 сравниваемые группы 
достоверно не различались (Рис. 2).

При сравнении относительного и абсолют-
ного содержания ЕМ Th с фенотипом CD45RA–

CD62L– больных РС с группой контроля было 
отмечено достоверное снижение клеток данно-
го типа (8,08% (6,69; 10,63) против 11,83% (9,95; 
14,34) при р<0,001, а также 140 кл/1 мкл (108; 
256) против 210 кл/1 мкл (177; 256) при р=0,002). 
Также нами были выявлены существенные из-

менения субпопуляционного состава «поля-
ризованных» Th клеток при РС, связанные со 
снижение уровня Th1 (с 21,01% (15,54; 29,01) до 
13,08% (7,76; 19,27) при р<0,001) и увеличени-
ем долей Th17 (с 53,77% (41,39; 60,54) до 63,43% 
(53,77; 70,78) при р<0,001) и фолликулярных Th 
(с 8,56% (5,81; 12,65) до 9,84% (7,78; 13,86) при 
р=0,042), тогда как уровень Th2 достоверно не 
различался между группами (Рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные нами результаты указывают на 
тот факт, что уже на самых ранних этапах раз-
вития РС в периферической крови больных на-
блюдается увеличение крови Th17 и Tfh клеток, 
тогда как относительное содержание Th1 лим-
фоцитов достоверно снижается.

В рамках проведенного исследования нами 
отмечалось увеличение уровней CXCR5+ Tfh 
клеток как в пределах общего пула клеток памя-
ти, так и среди СМ и ЕМ Т-хелперов перифери-
ческой крови. Следует отметить, что результаты 
по динамике данной популяции Th весьма про-
тиворечивы. Так, у больных с рецидивирующим 
РС в стадии клинической ремиссией наблюда-

Рисунок 3. Относительное содержание Th1, Th2, Th17 и фолликулярных Т-хелперов (Tfh) среди Т-хелперов эф-
фекторной памяти (CD45RA–CD62L–) лимфоцитов периферической крови больных РС.
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лось увеличение уровня ICOS+ Tfh клеток пери-
ферической крови и прирост экспрессии мРНК 
IL-21R и ICOS [14]. Более того, при прогрессиро-
вании РС экспрессия ICOS повышалась и в кле-
точной фракции СМЖ, что косвенно указыва-
ет на активацию Tfh не только на периферии, 
но и в пределах ЦНС. Эти данные согласуются 
с результатами гистологических исследований, 
показавших присутствие IL-21R+ и IL-21+CD4+ 
T-кле ток как в активных, так и в хронических 
очагах поражениях нервной ткани [9]. В рамках 
другого исследования в периферической крови 
пациентов с рецидивирующим РС по сравнению 
с группой контроля было обнаружено увеличен-
ное содержание CCR7+ICOS+ Tfh клеток памяти, 
которое коррелировало с показателями шкалы 
EDSS, уровнями IL-21 в плазме крови, а также 
титрами антител против MBP и MOG [7]. Эти 
результаты косвенно подтверждают собствен-
ные данные о приросте доли Tfh среди ЕМ Th, 
которые способны покидать кровоток и мигри-
ровать в периферические ткани, включая очаги 
воспаления в пределах нервной системы, где эти 
клетки могут принимать участие в формирова-
нии третичной лимфоидной ткани и регулиро-
вать функции В-лим фо ци тов и плазматических 
клеток. Однако, некоторыми исследователями 
у больных РС без проведения терапии достовер-
ных различий с контрольной группой отмечено 
не было как по относительному содержанию 
CD4+CXCR5+ Tfh, так и CD4+CD45RA–CXCR5+ 
Tfh клеток памяти  [15].

Вместе с тем, нами также отмечалось увели-
чение уровня Th17, которое, в первую очередь, 
было связано с приростом процентного содер-
жания этих клеток в пределах пула ЕМ Th, об-
ладающих выраженными эффекторными свой-
ствами. Как уже отмечалось ранее, активация 
аутореактивных клонов Th17 рассматривают-
ся в качестве одной из основных причин по-
ражения нервной ткани при РС. Вместе с тем, 
формирования пула этих клеток тесно связано 
с процессами, протекающими в перифериче-
ских лимфоидных тканых, в которых происходит 
формирования оптимального для дифференци-
ровки Th17 цитокинового микроокружения. 
Так, было показано, что уровень экспрессии 
генов таких провоспалительных цитокинов как 
IL-1β и IL-6 (рассматриваемых в качестве одно-
го из факторов для дифференцировки Th0 в сто-
рону Th17), равно как и их содержание в сыво-
ротке крови и СМЖ больных РС тесно связаны 
с тяжестью заболевания и его прогрессией [16]. 

Во-вторых, столь же существенную роль в фор-
мировании пула эффекторных Th17, как уже 
отмечалось ранее, играет IL-23, сывороточные 
концентрации данного цитокина у больных рас-
сеянным склерозом существенно превосходят 
таковые условно здоровых доноров [17]. В тре-
тьих, эффекторными цитокинами лимфоцитов 
данной популяции являются IL-17A, IL-17F 
и IL-22, роль которых в патогенезе РС (в силу их 
высокой концентрации у больных) в настоящее 
время активно обсуждается в литературе [18]. 
Именно под действием IL-17 и IL-22, рецепторы 
для которых представлены на эндотелиальных 
клетках, входящих в состав ге ма то-эн це фа ли-
чес ко го барьера, нарушается структура плотных 
контактов как в условиях in vivo, так и в услови-
ях in vitro [19]. Более того, результаты анализа об-
разцов биопсии тканей головного мозга больных 
РС показали, что ген, кодирующий IL-17A, экс-
прессируется в них на очень высоком уровне [6], 
причем в очагах повреждения нервной ткани за 
это отвечали именно CD3+ клетки с морфоло-
гией лимфоцитов [8]. По-видимому, Th17 в со-
ставе нервной ткани отвечают за инфильтрацию 
нейтрофилами последней, тогда как Tfh могут 
принимать активное участие в формировании 
ответа, опосредованного В-лим фо ци та ми, в не-
посредственной близости от очага поражения, 
что может сопровождаться синтезом аутоан-
тител и усилением активности нейтрофилов. 
Таким образом, анализ Th даст возможность 
с новых позиций подойти к причинам развития 
РС, а детальное исследование их отдельных суб-
популяций в перспективе позволит обнаружить 
новые клеточные маркеры для анализа прогрес-
сирования заболевания, предсказания тяжести 
его развития и течения.
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IMBALANCE IN PERIPHERAL BLOOD “POLARIZED” T-HELPER 
SUBSETS DURING MULTIPLY SCLEROSIS
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Multiple sclerosis (MS) is the infl ammatory disease of the central nervous system characterized by 
multifocal areas of demyelization and immune cell infi ltration. In the current study, we analysed the 
frequencies and the phenotypes of “polarized” Th cell subsets in peripheral blood of multiple sclerosis 
patients (n=38, with low disease duration –  1 year (8 month; 1,5 years) and low EDSS –  1,0 (1,0; 1,5)) 
and healthy control group (n=48). We show that within CD45RA–CD3+CD4+ subset the frequencies of 
Th17 and follicular Th (Tfh) cells were signifi cantly higher in patients while the levels of Th1 cells were 
signifi cantly lower in comparison to control group. Similarly, in central memory CD45RA–CD62L+ Th 
the relative number of Th1 cells was reduced while frequencies of Tfh subset were increased in MS pa-
tients if compared to control. Finally, MS patients showed increased frequency of Th17 and Tfh cells in 
CD45RA–CD62L– Th subset compared to control while Th1 were lower in patients group. It seems that 
Th17 cells infi ltrating the nervous tissue could be responsible for neutrophil infi ltration, while Tfh cells 
could take part in B-cell-mediated immune response nearby to site of infl ammation and may be accom-
panied by production of self-reactive antibodies as well as augmented neutrophilic activity.
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ВЕДЕНИЕ

Тесная взаимосвязь механизмов неспецифи-
ческой резистентности организма с деятельно-
стью системы иммунитета в настоящее время 
не вызывает сомнений [1, 2]. Ранее нами были 
показаны существенные изменения показате-
лей функционального состояния нейтрофилов 
периферической крови спортсменов как под 
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ФАКТОРОВ ИММУНИТЕТА У СПОРТСМЕНОВ ПРИ РАЗНОМ 
СОСТОЯНИИ НЕЙТРОФИЛОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ
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В работе представлены результаты распределения обследованных спортсменов с анаэробным 
и аэробным энергообеспечением мышечной деятельности и различной динамикой физических 
нагрузок в цикле года на группы в соответствии с уровнем фагоцитарной, лизосомальной и инду-
цированной НСТ-активности Нф периферической крови и сравнения показателей содержания 
гуморальных факторов иммунитета и CD-лимфоцитов у представителей этих групп. Установ-
лено отсутствие существенного влияния вида двигательной деятельности на представительство 
обследованных спортсменов в составе наиболее многочисленных групп однотипных сочетаний 
уровня показателей фагоцитарной, лизосомальной и НСТ-активности Нф и наличие значимой 
связи доли обследуемых спортсменов с определенным состоянием Нф от сезона наблюдения. 
При нормальном уровне индуцированного НСТ-теста Нф разные сочетания уровней фагоцитар-
ной и лизосомальной активности этих клеток сопровождались существенными межгрупповыми 
различиями уровня содержания CD20+-лимфоцитов. При низком уровне индуцированной НСТ-
активности Нф в сформированных группах отмечали существенные различия содержания CD25+ 
и IgG, а в ряду высоких значений индуцированного НСТ-теста Нф –  достоверными различиями 
содержания CD4+, CD20+, CD34+ и IgА в периферической крови спортсменов.

Ключевые слова: фагоцитарная, лизосомальная и НСТ-активность нейтрофилов, CD-лим-
фо ци ты, физические нагрузки, цитокины
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влиянием физических нагрузок [3], так и под 
влиянием сезонной динамики условий внешней 
среды [4]. При этом у спортсменов отмечаются 
выраженные изменения содержания CD-лим фо-
ци тов и гуморальных факторов иммунитета [5]. 
В этой связи представляет определенный ин-
терес выявление закономерностей взаимосвязи 
механизмов неспецифической резистентности, 
осуществляемых с участием нейтрофилов пери-
ферической крови, с деятельностью механизмов 
иммунного надзора у спортсменов под влиянием 
физических нагрузок и условий внешней среды.

Цель настоящей работы состояла в оценке 
состояния гуморальных факторов иммунитета 
и содержания CD-лимфоцитов у спортсменов 
в зависимости от состояния показателей функ-
ционального состояния нейтрофилов у них.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено изучение показателей фагоцитар-
ной, лизосомальной и НСТ-активности ней-
трофилов (Нф) традиционными методами [6]; 
содержания CD-лимфоцитов в крови методом 
иммунофенотипирования; сывороточных им-
муноглобулинов IgA, IgG, IgM, а также С1, С2, 
С3, С4 и С5-компонентов комплемента, ин тер-
лейкина-1α, интерлейкина-1α, интерлейкина-4, 
γ-интерферона методом иммуноферментного 
анализа, гемолитической активности компле-
мента – методом титрования, циркулирующих 
иммунных комплексов (ЦИК) –  методом преци-
питации полиэтиленгликолем у 3-х групп спор-
тсменов с преимущественно анаэробным (бор-
цы, n=65) или аэробным (лыжники-гон щи ки, 
n=110 и скороходы, n=53) энергообеспечением 
мышечной деятельности и с разной динамикой 
физических нагрузок в цикле года: с высоким 
уровнем аэробных физических нагрузок осе-
нью и зимой (лыж ни ки-гон щи ки) и с высоким 
уровнем физических нагрузок весной и летом 
(борцы и скороходы). Для группировки обсле-
дованных спортсменов с однотипным уровнем 
функционального состояния Нф показатели ин-
декса фагоцитоза этих клеток, соответствующие 
значению региональных норм индексировали 
как «200», значения ниже нормативных индек-
сировали как «100», а значения, превышающие 
нормативные – как «300». Аналогично показа-
тели индекса лизосомальной и индуцированной 
НСТ-активности Нф, соответствующие значе-
ниям региональных норм индексировали как 
«20» и «2» –  соответственно, значения этих пока-
зателей ниже нормативных обозначали как «10» 

и «1», а их значения, превышающие нормы –  как 
«30» и «3» – соответственно. Далее распределе-
ние спортсменов на подгруппы независимо от 
вида их двигательной активности осуществляли 
на основе одинаковых комбинаций у обследуе-
мых разных по уровню показателей фагоцитар-
ной, лизосомальной и индуцированной НСТ-
ак тивности Нф. Все лабораторные исследования 
проведены на базе НИИ иммунологии ФГБОУ 
ВО «Южно-Ураль ский государственный меди-
цинский университет» Министерства здраво-
охранения РФ (директор НИИ иммунологии, 
президент ФГБОУ ВО ЮУГМУ –  заслуженный 
деятель науки РФ, академик РАН, д. м. н., про-
фессор И. И. Долгушин).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с использованием пакета про-
грамм STATISTICA 6.0. Достоверность меж-
групповых различий определяли по критерию 
Манна-Уитни, а множественные сравнения по 
критерию Краскела-Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ результатов оценки показателей фа-
гоцитарной, лизосомальной и НСТ-активности 
Нф периферической крови у обследованных 
спортсменов на соответствие их величины нор-
мативным значениям показал, что в зависимо-
сти от вида двигательной деятельности в 64–
73% случаев (в среднем у 68% обследованных 
спортсменов) отмечались сниженные значе-
ния активности фагоцитоза, в 56–64% случаев 
(в среднем в 61%) –  сниженные показатели ин-
декса фагоцитоза, а в 66–73% случаев (в среднем 
в 71%) –  низкий уровень фагоцитарного числа 
Нф. В 47–52% наблюдений отмечался нормаль-
ный уровень индекса лизосомальной активно-
сти, а в 49–60% наблюдений –  нормальный уро-
вень индуцированного НСТ-теста этих клеток. 
При этом у 66–81% обследованных спортсменов 
показатели спонтанной НСТ-активности Нф 
характеризовались высокими значениями. Для 
снижения пространства состояний Нф в зави-
симости от сочетания низкой, нормальной или 
высокой градации каждого из показателей были 
использованы значения индекса фагоцитоза, 
индекса лизосомальной активности и индуциро-
ванной НСТ-активности этих клеток (Табл. 1).

В результате уменьшения с 6 до 3 числа изу ча-
емых показателей, используемых для комплекс-
ной диагностики состояния Нф, из 27 возмож-
ных сочетаний разных по уровню фагоцитоза, 
лизосомальной и индуцированной НСТ-ак тив-
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Таблица 1. Доля наблюдений атлетов с разным уровнем показателей состояния нейтрофилов

Оценка 
состояния 
Нф

Вид спорта Сезон наблюдения Всего

борцы лыжники скороходы зима весна лето осень

1–1–1, %
2 8 5 8 4 1 2 15

3,08 7,27 9,43 8,70 12,12 2,17 3,51 6,58

1–1–2, %
8 11 4 14 4 4 1 23

12,31 10,00 7,55 15,22 12,12 8,70 1,75 10,09

1–1–3, %
0 1 1 2 0 0 0 2

0,00 0,91 1,89 2,17 0,00 0,00 0,00 0,88

1–2–1, %
5 10 5 5 4 4 7 20

7,69 9,09 9,43 5,43 12,12 8,70 12,28 8,77

1–2–2, %
6 21 7 20 5 7 2 34

9,23 19,09 13,21 21,74 15,15 15,22 3,51 14,91

1–2–3, %
4 4 1 2 0 2 5 9

6,15 3,64 1,89 2,17 0,00 4,35 8,77 3,95

1–3–1, %
4 8 4 7 0 4 5 16

6,15 7,27 7,55 7,61 0,00 8,70 8,77 7,02

1–3–2, %
8 8 4 13 1 1 5 20

12,31 7,27 7,55 14,13 3,03 2,17 8,77 8,77

2–1–1, %
0 2 1 0 3 0 0 3

0,00 1,82 1,89 0,00 9,09 0,00 0,00 1,32

2–1–2, %
1 1 0 1 1 0 0 2

1,54 0,91 0,00 1,09 3,03 0,00 0,00 0,88

2–1–3, %
1 1 0 1 0 0 1 2

1,54 0,91 0,00 1,09 0,00 0,00 1,75 0,88

2–2–1, %
1 3 4 1 3 2 2 8

1,54 2,73 7,55 1,09 9,09 4,35 3,51 3,51

2–2–2, %
5 6 5 7 1 5 3 16

7,69 5,45 9,43 7,61 3,03 10,87 5,26 7,02

2–2–3, %
0 1 2 0 1 2 0 3

0,00 0,91 3,77 0,00 3,03 4,35 0,00 1,32

2–3–1, %
1 1 0 0 0 0 2 2

1,54 0,91 0,00 0,00 0,00 0,00 3,51 0,88

2–3–2, %
1 1 1 1 1 1 0 3

1,54 0,91 1,89 1,09 3,03 2,17 0,00 1,32

3–1–1, %
1 0 0 0 0 0 1 1

1,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,75 0,44

3–1–2, %
3 9 1 5 2 4 2 13

4,62 8,18 1,89 5,43 6,06 8,70 3,51 5,70
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но сти гранулоцитов в выборке обследованных 
атлетов было зафиксировано 24 варианта функ-
ционального состояния этих клеток. При этом 
ни в одной из исследуемых групп спортсменов 
не выявлено наличие состояний с сочетанием 
высокого уровня индекса лизосомальной актив-
ности Нф с высоким уровнем индуцированной 
НСТ-ак тив но сти этих клеток.

Из 24 выявленных сочетаний исследуемых 
показателей эффекторных функций Нф наи-
большая доля наблюдений (75%) представляла 
9 состояний: сочетание низкого уровня индек-
са фагоцитоза с нормальным уровнем индекса 
лизосомальной активности и индуцированной 
НСТ-ак тив но сти (14,9% наблюдений); низкого 
уровня индекса фагоцитоза и индекса лизосо-
мальной активности с нормальными значениями 
индуцированной НСТ-ак тив но сти (10,1%); низ-
кого уровня индекса фагоцитоза и индуцирован-
ной НСТ-ак тив но сти в сочетании с нормальным 
уровнем индекса лизосомальной активности, 
а также низкого индекса фагоцитоза с нормаль-
ными значениями индуцированной НСТ-ак-
тив но сти и повышенными значениями индекса 
лизосомальной активности (по 8,8%); низкого 
уровня фагоцитоза и индуцированной НСТ-ак-

тив но сти в сочетании с высоким уровнем лизо-
сомальной активности, а также среднего уров-
ня показателей фагоцитарной, лизосомальной 
и индуцированной НСТ-ак тив но сти (по 7,0%); 
сочетания низкого уровня всех трех исследуемых 
показателей (6,6%); высокого уровня индекса 
фагоцитоза в сочетании со средним уровнем 
индуцированной НСТ-ак тив но сти и низким 
или средним уровнем индекса лизосомальной 
активности Нф (по 5,7% наблюдений). При ана-
лизе ещё 5 состояний комплексной диагности-
ки фагоцитарной, лизосомальной и индуциро-
ванной НСТ-ак тив но сти Нф отмечались либо 
единичные наблюдения, либо отсутствие на-
блюдений среди представителей того или иного 
исследуемого вида спорта. В итоге совокупный 
объем наблюдений 14 наиболее представитель-
ных сочетаний данных показателей активности 
Нф у спортсменов составил 204 наблюдения 
или 89,5% от обследованных.

Доля обследованных борцов, лыжников и ско-
роходов с составе 9 наиболее представительных 
состояний существенно не отличалась, тогда как 
относительное число наблюдений отдельных 
состояний в определенные сезоны значимо раз-
личалось. 

Оценка 
состояния 
Нф

Вид спорта Сезон наблюдения Всего

борцы лыжники скороходы зима весна лето осень

3–1–3, %
3 0 1 0 0 0 4 4

4,62 0,00 1,89 0,00 0,00 0,00 7,02 1,75

3–2–1, %
2 1 2 1 1 2 1 5

3,08 0,91 3,77 1,09 3,03 4,35 1,75 2,19

3–2–2, %
5 6 2 2 1 4 6 13

7,69 5,45 3,77 2,17 3,03 8,70 10,53 5,70

3–2–3, %
3 2 0 0 0 2 3 5

4,62 1,82 0,00 0,00 0,00 4,35 5,26 2,19

3–3–1, %
0 1 1 0 0 0 2 2

0,00 0,91 1,89 0,00 0,00 0,00 3,51 0,88

3–3–2, %
1 4 2 2 1 1 3 7

1,54 3,64 3,77 2,17 3,03 2,17 5,26 3,07

Итого: %
65 110 53 92 33 46 57 228

28,51 48,25 23,25 40,35 14,47 20,18 25,00 100

Условные обозначения: в графе “Оценка состояния Нф” 1-, 2-, 3- –  низкий, нормальный или высокий уровень индекса 
фагоцитоза (первая позиция), индекса лизосомальной активности (вторая позиция) и индуцированной НСТ-активности 
Нф (третья позиция)
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Рис. 1. Содержание CD25+-лимфоцитов (а) и IgG (б) у спортсменов при разных комбинациях низкого, среднего 
и высокого уровня фагоцитарной и лизосомальной активности Нф на фоне низких значений индуцированного 
НСТ-теста этих клеток.

Рис. 2. Содержание CD20+-лимфоцитов у спортсменов при различных комбинациях низкого, среднего и высоко-
го уровня показателей фагоцитарной и лизосомальной активности Нф на фоне средних значений индуцирован-
ного НСТ-теста этих клеток.
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Рис. 3. Содержание CD4+ (а), CD8+ (б), CD20+ (в) и CD34+-лимфоцитов (г), а также IgА (д) у спортсменов при 
разных комбинациях уровня фагоцитарной и лизосомальной активности Нф на фоне высоких значений индуци-
рованного НСТ-теста этих клеток.
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Так, доля наблюдений у спортсменов состо-
яния с низким уровнем фагоцитарной актив-
ности, низким или средним уровнем лизосо-
мальной активности в сочетании с нормальным 
уровнем индуцированного НСТ-тес та Нф зимой 
была значительно больше, чем осенью (P<0,01). 
Напротив, доля наблюдений у спортсменов 
состояния с высоким уровнем фагоцитарной 
активности, средним уровнем лизосомальной 
активности и индуцированного НСТ-тес та Нф 
осенью была существенно больше, чем зимой 
(P<0,02). Летом доля наблюдений у спортсме-
нов состояния с низким уровнем фагоцитарной 
активности, с высоким уровнем лизосомальной 
активности и средним уровнем индуцирован-
ного НСТ-тес та Нф была значимо меньше, чем 
зимой (P<0,05). Несмотря на отсутствие значи-
мых различий процентной доли представителей 
исследуемых видов спорта среди обследуемых 
9 наиболее часто регистрируемых состояний 
комплексной диагностики эффекторных функ-
ций Нф, в отдельные периоды годового цикла 
отмечались существенные различия доли обсле-
дованных борцов, лыжников и ходоков с опре-
деленным сочетанием уровня фагоцитарной, 
лизосомальной и индуцированной НСТ-ак тив-
нос ти этих клеток. Так, зимой доля обследо-
ванных ходоков с нормальным уровнем лизо-
сомальной и индуцированной НСТ-ак тив нос ти 
Нф при низком уровне индекса фагоцитоза этих 
клеток была существенно больше (38%), чем 
доля обследованных в этом сезоне борцов с ана-
логичным уровнем показателей состояния Нф 
(12%). Летом доля скороходов с сочетанием 
среднего уровня индекса фагоцитоза, индекса 
лизосомальной активности и индуцированного 
НСТ-тес та Нф была значительно больше (25%), 
чем доля обследованных в этом сезоне лыжни-
ков с аналогичным сочетанием уровня показа-
телей функционального состояния Нф (3,5%). 
Таким образом, ритм физических нагрузок 
в цикле года, свойственный процессу спортив-
ной подготовки в различных видах двигатель-
ной деятельности, способен оказывать моду-
лирующее влияние на проявление некоторых 
функциональных состояний Нф, определяемых 
комплексом показателей уровня фагоцитарной, 
лизосомальной и НСТ-ак тив нос ти этих клеток.

Далее мы провели анализ содержания не-
которых субпопуляций CD-лимфоцитов, гор-
монов, цитокинов и гуморальных факторов 
иммунитета у спортсменов с различным сочета-
нием показателей фагоцитарной, лизосомаль-

ной и НСТ-ак тив нос ти Нф. На основании ре-
зультатов непараметрического дисперсионного 
анализа множественного сравнения показателей 
иммунитета у 24 подгрупп спортсменов с раз-
ным состоянием Нф периферической крови, 
было установлены существенные вариации со-
держания CD4-, CD34-лим фо ци тов и IgG в за-
висимости от сочетания низкого, среднего или 
высокого уровня фагоцитарной, лизосомальной 
и индуцированной НСТ-ак тив нос ти Нф.

Сравнение изучаемых показателей гумораль-
ного иммунитета и содержания CD-лимфоци тов 
у спортсменов в зависимости от вариации уров-
ня двух показателей состояния Нф при относи-
тельно постоянном уровне третьего показателя 
позволило установить, что в выборке с низким 
уровнем индуцированного НСТ-тес та у атлетов 
отмечались существенные межгрупповые разли-
чия (P<0,05) содержания IgG и CD25+ в группах 
в зависимости от сочетания уровня фагоцитар-
ной и лизосомальной активности этих клеток 
(Рис. 1). При этом в группе со средним уровнем 
фагоцитоза и низкой лизосомальной активно-
стью (группа 211) содержание CD25+ и IgG было 
значительно выше (P<0,05), чем в группе с низ-
ким уровнем фагоцитоза и средним уровнем ли-
зосомальной активности (121), а также в группе 
с высоким уровнем фагоцитарной активности 
и средним уровнем лизосомальной активности 
Нф (321).

В группах с нормальным уровнем индуци-
рованной НСТ-активности Нф комбинации 
разноуровневых показателей фагоцитарной 
и лизосомальной активности этих клеток обу-
словливали значимые межгрупповые различия 
по содержанию CD20+-лим фо ци тов (Рис. 2), ко-
торые в группе с высоким уровнем лизосомаль-
ной активности и низким уровнем фагоцитоза 
(группа 132) были достоверно выше (P<0,02), чем 
в группе спортсменов с низкой фагоцитарной 
и лизосомальной активностью Нф (группа 112).

В выборочной совокупности спортсменов 
с высоким уровнем индуцированного НСТ-тес та 
в зависимости от сочетания уровня фагоцитарной 
и лизосомальной активности Нф отмечались зна-
чимые межгрупповые различия (P<0,05) содер-
жания IgА в крови, а также CD4+, CD8+, CD20+ 
и CD34+ (Рис. 3). При этом в выборке с высоким 
уровнем фагоцитарной и индуцированной НСТ-
ак тив нос ти Нф при нормальном уровне лизо-
сомальной активности (323) содержание CD4+ 
и CD20+ было существенно ниже (P<0,05), чем 
в выборке с нормальным уровнем фагоцитарной 
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и лизосомальной активности (группа 223) и в вы-
борке с совокупностью высокой фагоцитарной 
и низкой лизосомальной активностью (группа 
313). При высоких значениях индуцирован-
ной НСТ-ак тив нос ти Нф в подгруппе с низким 
уровнем фагоцитарной и лизосомальной актив-
ности этих клеток (группа 113) уровень содержа-
ния CD34+ был достоверно выше (P<0,05), чем 
в подгруппе с высоким уровнем фагоцитарной 
активности и нормальном уровне лизосомаль-
ной активности Нф (группа 323). Помимо того, 
при последнем состоянии Нф у обследуемых 
отмечалось существенное снижение IgА и CD4+ 
(P<0,02 и P<0,05 –  соответственно) в сравнении 
с группой спортсменов с низким уровнем фаго-
цитарной активности Нф (123).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, очевидно, что регулярные 
анаэробные и аэробные физические нагруз-
ки в соответствии с особенностями их динам-
ки в цикле года обусловливают модулирующее 
влияние в определенные сезоны года на состоя-
ние отдельных функций Нф и функциональное 
состояние этих клеток в целом. Комплексная 
оценка состояния Нф на основе трехуровневой 
шкалы характеристики фагоцитарной, лизосо-
мальной и индуцированной НСТ-ак тив нос ти 
этих клеток выявила у обследованных спор-
тсменов 24 из 27 возможных состояний, в соста-
ве 9 из наиболее представительных не выявлено 
существенных различий по величине доли об-
следованных борцов, лыжников и скороходов, 
но было установлено зимой значимое увеличе-
ние доли обследованных спортсменов с сочета-
нием низкой фагоцитарной активности с нор-
мальным уровнем индуцированного НСТ-тес та 
и средним или низким уровнем лизосомальной 
активности (группы 122 и 112 –  соответственно) 
в сравнении с таковой осенью, а доли наблюде-
ний с низкой фагоцитарной, средней индуци-
рованной НСТ-тес та и высокой лизосомальной 
активностью (группа 132) в сравнении с тако-
вой летом (P<0,05). При этом осенью среди 
спортсменов отмечалось увеличение доли об-
следованных с высокой фагоцитарной активно-
стью, средним уровнем лизосомальной и инду-
цированной НСТ-ак тив нос ти Нф (группа 322) 
в сравнении с таковой зимой.

Сравнение показателей содержания CD-
лим фо цитов и гуморальных факторов иммуни-
тета у групп спортсменов с различным сочета-
нием низкого, нормального и высокого уровня 

фагоцитарной, лизосомальной и индуцирован-
ной НСТ-ак тив нос ти Нф по критерию Крас-
ке ла-Уол лиса выявило достоверные межгруп-
повые различия по содержанию CD4+, CD34+ 
и Ig G. В ряду нормальных значений уровня ин-
дуцированной НСТ-активности Нф сочетание 
различных по уровню показателей фагоцитар-
ной и лизосомальной активности этих клеток 
обусловливало существенные вариации уров-
ня содержания CD20+-лим фо ци тов. В группе 
с низким уровнем индуцированного НСТ-тес та 
сочетание среднего уровня фагоцитоза с низким 
уровнем лизосомальной активности Нф (211) 
сопровождалось значительным увеличением 
содержания CD25+ и IgG в сравнении с груп-
пой с нормальным уровнем лизосомальной ак-
тивностью, но низким или высоким уровнем 
фагоцитарной активности Нф. В ряду высоких 
значений индуцированного НСТ-тес та сочета-
ние высокой фагоцитарной активности с нор-
мальным уровнем лизосомальной активности 
Нф сопровождалось достоверно более низкими 
значениями содержания CD4+, CD20+, CD34+ 
и IgА в периферической крови.
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ВВЕДЕНИЕ

Способы повышения эффективности опера-
тивных вмешательств полости носа продолжает 
оставаться одной из проблем оториноларинго-
логии ввиду сложности и недостаточной изучен-
ности механизмов пост- хирургического стресса, 
возникающего в ранний послеоперационный 

период [1]. Судьба и специфика реабилитаци-
онного периода, длительность воспалительной 
реакции после хирургического вмешательства 
определяется состоянием барьерной системы 
слизистых оболочек [2]. Одним из пусковых 
факторов воспалительного процесса при хирур-
гических вмешательствах является запуск цито-
кинового каскада, который включает, с одной 
стороны, провоспалительные цитокины, а с дру-
гой – противовоспалительные медиаторы, при-
чём баланс между оппозитными группами ци-
токинов определяет характер течения и исход 
послеоперационного периода [3]. Иммунная 
система слизистой оболочки полости носа пред-
ставляет собой совокупность активно реагирую-
щих на стрессовые воздействия клеток лимфо-
идного ряда слизистой оболочки, и клеточных 
факторов врожденного иммунитета, причем 
доказано, что популяции и субпопуляции лим-
фоцитов находятся в тесном взаимодействии 
с нейтрофильными гранулоцитами, макрофа-
гальными и тучными клетками с помощью си-
стемы цитокинов [4]. В ответ на хирургическое 
вмешательство формируется ответная стресс ре-
акция с участием медиаторов воспаления, при-
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чем клиницисту важен не сам факт повышения 
или снижения их уровня, а их динамика и соот-
ношение их оппозиционных пулов [5]. Одними 
из главных медиаторов развития местной воспа-
лительной реакции на фоне хирургического вме-
шательства являются цитокины семейства ИЛ-1: 
ИЛ-1α, ИЛ-1β, механизм действия которых 
заключается в регуляции воспалительных из-
менений, активации фагоцитов, фибробластов, 
тучных и эндотелиальных клеток [6]. Далее IL-1 
активирует местный и системный воспалитель-
ный каскад, призванный контролировать про-
грессию тканевого повреждения, предупреждая 
бактериальную агрессию [5]. В реализации вос-
палительных постхирургических вмешательств 
важная роль отводится ФНО-α, поскольку после 
взаимодействия с мембранным рецептором Fas-
се мей ства, ФНО-α, проявляет выраженное про-
воспалительное и катаболическое действие, сти-
мулируя антимикробный потенциал фагоцитов, 
усиливая продукцию острофазовых белков, по-
вышает функциональные способности эндоте-
лия, способствует индукции экспрессии Fas-ре-
цеп то ров на Т-лим фо ци тах и высокоаффинного 
рецептора ИЛ-2, усиливая тем самым ИЛ-2-за-
ви си мый синтез ИФН-γ [3]. Немаловажная роль 
в регуляции синтеза провоспалительных цито-
кинов принадлежит ИЛ-4, продуцируемому ак-
тивированными Т-хел пе ра ми, тучными клетка-
ми и базофилами костного мозга [4]. При этом 
ИЛ-4 не только увеличивает противоопухоле-
вую цитотоксичность макрофагов, но и спосо-
бен, совместно с другими медиаторами, стиму-
лировать продукцию С2 компонента системы 
комплемента [8]. 

Таким образом, цитокиновая сеть играет 
ключевую роль в стабилизации иммунных ре-
акций слизистой оболочки при патологических 
состояниях, вызванных хирургическим вмеша-
тельством.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Период проведения исследования: январь –  
июль 2017 г. Для проведения исследования были 
отобраны 30 пациентов в возрасте 37,24±3,29 лет 
от которых перед началом лечения было полу-
чено письменное добровольное информиро-
ванное согласие на проведение оперативного 
вмешательства и участие в исследовании в со-
ответствии с приказами М3 РФ от 19.07.03 г. 
№ 266; приказ Росздравнадзора от 17.10.06 г. 
№ 2325-Пр/06 и прооперированных по поводу 
искривления носовой перегородки в ЛОР от-

делении Челябинской городской клинической 
больницы № 1. В качестве сравнения исполь-
зованы показатели цитокинового профиля на-
зального смыва, забранные до проведения опе-
ративного вмешательства и через 24 часа после 
его завершения. Иммунологические исследо-
вания проведены в иммунологическом отделе 
НИИ иммунологии ФГБОУ ВО ЮУГМУ г. Че-
лябинска (зав. отделом к. м. н. К. В. Никушкина) 
с использованием тест-систем «НПО Вектор» 
(Новосибирск, Россия): «Интерлейкин-1β-
ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-1α-ИФА-БЕСТ» 
«Интерлейкин-6-ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-8-
ИФА-БЕСТ», «Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ», 
«Интерлейкин-ФНО-α-ИФА-БЕСТ», «Ин тер-
лей кин-2-ИФА-БЕСТ», «Ин тер лей кин-4-ИФА-
БЕСТ». Исследование проводилось согласно 
методическим разработкам соответствующих 
тест-сис тем в диапазоне концентраций: для 
ИЛ-1β – 5–250 пг/мл, ФНО-α – 0–250 пг/ мл, 
ИЛ-6 – 6–300 пг/мл, ИЛ-8 – 0–1000  пг/мл, 
ИЛ-10 – 5–250 пг/мл. Учет результатов произ-
водился по данным стандартной калибровочной 
кривой, с дальнейшим подсчётом концентрации 
цитокинов в пг/мл в исследуемых образцах. Для 
определения концентрации цитокинов до и по-
сле оперативного вмешательства были использо-
ваны бесклеточные фракции назальных смывов. 
Концентрацию цитокинов вычисляли методом 
перерасчета полученных результатов на 1 г бел-
ка, с учетом общего белка в объеме назального 
смыва, определяемого биуретовым методом.

Статистический анализ полученных данных 
проведен с использованием непараметрических 
критериев Мана-Уитни, при помощи пакета 
статистических программ SPSS «Statistics» вер-
сия 17.0. При проверке статистических гипотез 
о существовании различий показателей между 
группами критическим уровнем значимости (p) 
был принят равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Учитывая множественность, а также синер-
гизм и плейотропность участвующих в воспа-
лительных реакциях цитокинов, очевидно, что 
определение концентрации какого-то одного 
из них не будет адекватно отражать состояние 
цитокинового баланса назального смыва слизи-
стых оболочек полости носа [8].

Содержание цитокинов в назальном смы-
ве с поверхности слизистой оболочки носа до 
и после хирургического вмешательства пред-
ставлено в Таблице 1.
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После оперативного вмешательства заре-
гистрировано снижение концентрации ИЛ-6 
в 3,2 раза по отношению к показателям до опе-
рации (р<0,05). Снижение концентрации ИЛ-6 
в ранний послеоперационный период может 
быть следствием угнетения их продукции лим-
фоцитами вследствие уменьшения на поверх-
ности полости носа после хирургического вме-
шательства. Концентрация ИЛ-10, наоборот, 
повысилась в 2,3 раза (р<0,05). По нашему мне-
нию, повышенный уровень ИЛ-10 может быть 
результатом ответной реакции слизистой обо-
лочки полости носа на хирургический стресс. 
Зарегистрированное повышение цитокинов се-
мейства ИЛ-1 – «пускового» цитокина каскада 
иммунных реакций у ринохирургических боль-
ных является одним тригерных факторов реали-
зации воспаления при хирургическом стрессе. 
При изучении содержания ИЛ-8 с поверхности 
слизистой оболочки полости носа после опера-
ции, было выявлено повышение его содержания 
4,5 раза по сравнению с контрольными показа-
телями. Повышение содержания ИЛ-8 может 
быть результатом оксидативного повреждения 
тканей.

Имеющиеся литературные данные позволя-
ют выстроить следующую последовательность 
окислительных реакций при активации фагоци-
тирующих клеток в ходе хирургического стрес-
са и выработке ими ИЛ-8. Стимулированный 
фагоцит продуцирует супероксиды, которые 
образуют Н2О2 из которых образуются более 
сильные окислители – гидроксил, гипохлорит 
и пероксинитрит, способные повреждать бел-
ки, липиды, клеточных мембран эпителиоцитов 
и иммуноцитов слизистой оболочки полости 
носа, усиление процессов липопероксидации 
приводит к появлению хемоаттрактантов, уве-
личивающих миграцию фагоцитов и выработке 
ими ИЛ-8.

В назальном смыве повышается содержание 
провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, ТНФ-α, 
ИЛ-8, что свидетельствует об активации эффек-
торов врожденного иммунитета и соответствует 
ранее полученным авторами результатам [5] 
и данным, продемонстрированным нами в про-
цессе исследования, см. Таблицу 1. В назальных 
смывах повышается концентрация ИЛ-4, что 
свидетельствует о противовоспалительных эф-
фектах, являющихся следствием стимуляции 
Th-2 типа иммунного ответа

ОБСУЖДЕНИЕ

У пациентов с искривлением носовой пере-
городки в назальном смыве регистрируется сни-
жение ИЛ-1β в 2,3 раза, ИЛ-6 в 3,2 раза, ФНО-α 
в 3,1 раза, повышение ИЛ-10 в 2,3 раза, ИЛ-8 
в 4,5 раз. Выявленный дисбаланс продукции не-
которых цитокинов способствует поддержанию 
воспаления слизистой оболочки полости носа. 
Через 24 часа после операции по поводу искрив-
ления носовой перегородки в назальном смыве 
повышается содержание провоспалительных 
цитокинов ИЛ-1β, ТНФ-α, ИЛ-8, что свидетель-
ствует о выраженной активации клеток, ответ-
ственных за синтез вышеперечисленных цито-
кинов. Полученные результаты мы расцениваем 
как результат компенсаторно-приспособитель-
ной реакции слизистой оболочки полости носа 
на хирургический стресс, возникающий в ран-
ний послеоперационный период.

ВЫВОД

У пациентов с искривлением носовой пере-
городки в назальном смыве регистрируется сни-
жение ИЛ-1β в 2,3 раза, ИЛ-6 в 3,2 раза, ФНО-α 
в 3,1 раза, повышение ИЛ-10 в 2,3 раза, ИЛ-8 
в 4,5 раз, что может рассматриваться как прояв-
ление постхирургической стресс-реакции.

Таблица 1. Содержание цитокинов в назальном смыве с поверхности слизистой оболочки носа у ринохирургиче-
ских больных (M±m)

Содержание цитокинов После операции До операции

ИЛ-6, пг/мл 3,64±0,01* 11,4 ±0,01

ИЛ-10, пг/мл 6,8±0,03* 2,12± 0,03

ИЛ-1α, пг/мл 0,92±0,21* 1,65 ± 0,02

ФНО-α, пгм/л 1,12±0,02* 0,4 1± 0,02

Примечание: * –  статистически значимые отличия между показателями группы I к показателям группы II (р<0,05). При 
статистической обработке использовали непараметрический критерий Манна-Уитни.
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Тhe paper presents the results of a study of the content of cytokines in washes from the mucous 
membrane of the nasal cavity in the early postoperative period in patients operated on for the curvature 
of the nasal septum. It has been established that in rhinosurgical patients on the fi rst day after surgery, 
an imbalance in the cytokine system is recorded, consisting in increasing the amount of IL-8, TNF-α, 
IL-1β, IL-4, and the content of IL-2 decreases. IL-6. We regard the results obtained as the result of the 
compensatory-adaptive response of the nasal mucosa to surgical stress that occurs in the early postopera-
tive period.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день является бесспорным 
мнение, что любое ранозаживление – это ком-
плекс мероприятий, направленных на все зве-
нья патологического процесса [1]. Результаты 
исследований показали, что эмбриональные 
ткани кур имеют существенные перспективы 
для дальнейшего использования в качестве суб-
страта при получении различных форм эффек-
тивных биопрепаратов. При этом используются 

методики как выделения клеточных субстан-
ций, в частности стволовых клеток, так и по-
лучения различными способами биологически 
активных веществ. [2, 3].

Процессы заживления подчиняются тем же 
принципам, что и любая соединительная ткань 
в организме, которые регулируется через кле точ-
но-клеточные и клеточно-матриксные сигналы 
и процессы пролиферации и апоптоза [4, 5, 6]. 
Если процесс апоптоза не возникает, то воспа-
лительные процессы продолжаются, поскольку 
из некротизированных клеток продолжают по-
ступать провоспалительные факторы, такие как, 
например, лизосомальные протеолитические 
ферменты и метаболиты арахидоновой кисло-
ты. Замедление же процессов апоптоза приводит 
к замене грануляционной ткани окончательной 
рубцовой тканью.

Цель –  изучить влияние вещества, выделен-
ного из экстракта клеток куриного эмбриона, 
на жизнеспособность и процессы апоптоза кле-
ток в культуре, в зависимости от разных кон-
центраций.

ДОЗАЗАВИСИМОЕ ВЛИЯНИЕ ЛИОФИЛИЗИРОВАННОГО 
ЭКСТРАКТА КЛЕТОК КУРИНОГО ЭМБРИОНА 

НА ИНДУЦИРОВАННЫЙ АПОПТОЗ МОНОЦИТОВ 
В УСЛОВИЯХ IN VITRO
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Одним из перспективных направлений является применение новых технологий, в частности 
разработка препаратов, обладающих способностью к нейтрализации и элиминации патогенных 
микроорганизмов, хорошо проникающих в рану и обладающих репаративными свойствами. Ре-
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тивы для дальнейшего использования в качестве субстрата при получении различных форм эф-
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследуемое вещество получали по авторско-
му методу [7]. В качестве объекта исследования 
были выбраны клетки суспензионные культуры 
THP-1 (клетки моноцитарной лейкемии челове-
ка). Культивирование клеток линии THP-1 осу-
ществляли с использованием среды RPMI-1640 
(«Биолот», Санкт-Петербург) с добавлением 
10% инактивированной ЭТС («Биолот», Санкт-
Петербург), 50 мкг/мл гентамицина («Биолот», 
Санкт-Пе тер бург) и 2 μМ L-глу та ми на («Био-
лот», Санкт-Петербург). Пересев производили 
каждые 2–3 дня. Для ведения клеток исполь-
зовали пластиковые флаконы объемом 50 мл 
(«Sarstedt», Германия). Клетки инкубировали 
при 37 °C в атмосфере 5% СО2. При постановке 
экспериментов в лунки 96-луночного плоско-
донного планшета («Sarstedt», Германия) вноси-
ли 200 мкл клеточной суспензии (2×106 клеток 
в мл) в соответствующей полной культуральной 
среде. В качестве индуктора апоптоза использо-
вали камптотецин, цитотоксический хинолино-
вый алкалоид, ингибирующий топоизомеразу I, 
ядерный фермент, участвующий в процессе ре-
пликации ДНК. Камптотецин ковалентно свя-
зывается с топоизомеразой I и ДНК, образуя 
тройной комплекс. Это предотвращает лигиро-
вание ДНК и является причиной повреждения 
ДНК, ведущее к апоптозу клетки. Токсичность 
камптотецина обуславливается результатом 
преобразования однонитевых разрывов ДНК 
в двунитевые во время S-фазы, когда вилка ре-
пликации сталкивается с расщеплением ком-
плексов, образованных между камптотецином 
и ДНК. В ходе собственных экспериментов 
были использованы финальные концентрации 1 
и 0,2 μМ. Вещество интереса вносили в финаль-
ных концентрациях 10, 100 и 300 мкг/мл. Также 
инкубацию клеток осуществляли в присутствии 
обоих стимуляторов. Время инкубации в при-
сутствии стимуляторов составляло 24 часа 37 °C 
в атмосфере 5% СО2.

Оценку жизнеспособности клеток проводи-
ли при помощи проточной цитофлуориметрии. 
Для оценки относительного содержания кле-
ток, находящихся на разных стадиях апоптоза, 
применяли два флуоресцентных красителя PI 
и YO-PRO-1 по описанное ранее методике [8]. 
При окраске клеток к 100 мкл клеточной су-
спензии (2–3×106 клеток/мл) добавляли рас-
твор YO-PRO-1 («Invitrogen», США) в финаль-
ной концентрации 250 нМ и раствор йодистого 
пропидия («Sigma-Aldrich», США) в финальной 

концентрации 1 мкг/мл. Окраску проводили при 
комнатной температуре в течение 15 минут в за-
щищенном от света месте. По завершении ин-
кубации к образцам добавляли по 200 мкл ЗФР 
и анализировали на проточном цитофлуори-
метре Navios™ («Beckman Coulter», США). Для 
каждого из образцов анализировали не менее 
20000 одиночных клеток. Обработку цитофлуо-
риметрических данных проводили при помощи 
программ Navios Software v.1.2 и Kaluza™ v.1.2 
(Beckman Coulter, США).

МАТРИЧНЫЙ АНАЛИЗ

Концентрации камптотецина и вещества, 
использованные в экспериментах, обозначим 
через множества: X={x1,x2,…,xn}, XR и Y= 
{y1,y2,…,yn}, YR, соответственно. Каждой паре 
значений (xi; yi) соответствуют процентные зна-
чения величины гибели клеток на ранней стадии 
от апоптоза (zi) и на поздней стадии от апопто-
за и некроза (z’i). Таким образом, мы получаем 
две матрицы, в которой век тор-стро ки (xi; yi; zi) 
и (xi; yi; z’i) определяют точки, лежащие на двух 
поверхностях в трехмерном пространстве. По-
лученные данные в виде двумерного массива об-
рабатывались с помощью языка программирова-
ния Python (Python Software Foundation, http://
www.python.org) и модулей SciPy и Numpy. На 
первом этапе проводилось формирование узлов 
двумерной сетки с помощью функции numpy.
meshgrid [9], а затем данные интерполировались 
с помощью функции scipy.interpolate.griddata [10]. 
Графическое построение поверхностей выпол-
нялось с помощью модуля Matplotlib. Также 
статистическую обработку проводили при по-
мощи программного обеспечения Statistica 8.0 
(StatSoft, США). Результаты выражали в виде% 
позитивных клеток. Сравнение относительного 
содержания клеток на различных стадиях апоп-
тоза между экспериментами проводили при по-
мощи t-кри те рия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В контрольных образцах клеток линии ТНР-1 
относительно содержание живых клеток состав-
ляло 96,53±0,46%. Внесение вещества в финаль-
ной концентрации 300 мкг/мл сопровождалось 
достоверным снижение (р<0,001) относитель-
ного содержания жизнеспособных клеток до 
91,72±0,44%. Более того, отмечено достовер-
ное увеличение относительного содержания 
клеток, находящихся на ранних стадиях апоп-
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тоза (3,16±0,19% против 1,99±0,39% в контро-
ле, р=0,024), а также погибших клеток (поздний 
апоптоз/некроз), когда результаты контрольных 
образов были превышение более чем в 4 раза 
(5,12±0,28% и 1,47±0,21%, соответственно, при 
р<0,001). Что касается серии экспериментов, 
в рамках которых вещество применятся в фи-

нальной концентрации 100 мкг/ мл, то было 
отмечено достоверное двукратное увеличение 
(р=0,009) клеток, находящихся на терминаль-
ных стадиях апоптоза и в некрозе (2,69±0,29%). 
Препарат в финальной концентрации 10 мкг/мл 
не оказывал достоверное влияние ни на один из 
исследованных показателей (Рисунки 1 и 2.)

Внесение в среду для культивирования камп-
тотецина, индуктора апоптоза, в финальной 
концентрации 1 μМ сопровождалось снижени-
ем (р<0,001) относительного содержания жиз-
неспособных клеток до 31,58±1,68%, а также 
увеличением относительного содержания клеток 
на ранних и поздних стадиях апоптоза (до 30,12± 
1,94% и 38,30%, соответственно). Вместе с тем, 
в присутствие препарата в финальной концен-
трации 300 мкг/мл уровень жизнеспособных 
клеток увеличивался (р=0,001) и достигал зна-
чений в 45,11±2,17%. Более того, относитель-
ное содержание ТНР-1, находящихся на ран-
них стадия апоптоза снижалось до 21,49±2,15% 
(р=0,018), а клеток, находящихся на стадии 
позднего апоптоза и некроза –  до 33,40±2,49% 
(р=0,165). Внесение препарата в концентрациях 
100 и 10 мкл/ мл не оказывало достоверного вли-
яния на распределение клеток по фазам апопто-
за (Рисунки 1 и 2.).

В рамках отдельного эксперимента концен-
трация камптотецина в клетки была понижена до 
0,2 μМ, что привело к увеличению относитель-
ного содержания живых клеток до 47,76±3,17%, 
тогда как на ранних и поздних стадиях апоптоза 
находилось уже 20,75±2,40% и 31,49±1,31% кле-
ток, соответственно. Инкубация ТНР-1 в при-
сутствие камптотецина и препарата в финальной 
концентрации 300 мкг/ мл достоверно не влия-
ла на жизнеспособность клеток (51,11±1,49%, 
р=0,367), однако сопровождалась почти двукрат-
ным снижением относительного содержания 
клеток, находящихся на ранних стадиях апоп-
тоза (до 12,86±2,00 при р=0,036). По остальным 
концентрациям препарата достоверных измене-
ний жизнеспособности клеток линии ТНР-1 от-
мечено не было.

ВЫВОДЫ

В результате проведенных исследований 
были получены данные о дозазависимом влия-
нии исследуемого вещества на жизнеспособ-
ность и процессы апоптоза клеток в культуре. 
Таким образом исследуемое вещество возможно 
обладает не только антибактериальными и про-
воспалительными, но и регуляторными свой-

Рисунок 1. Поверхность, характеризующая зависимость 
ранней апоптической гибели клеток от концентраций 
веществ. Градиентная заливка поверхности позволя-
ет оценивать отдельное и комбинированное действие 
препарата и камптотецина. Синим цветом обозначены 
области с низким процентом гибели клеток, а крас-
ным –  области с высоким процентом гибели.

Рисунок 2. Поверхность, характеризующая зависимость 
поздней гибели клеток в результате апоптоза и некроза 
от концентраций веществ. Коричневым цветом обо-
значены области с низким процентом гибели клеток, 
а фиолетовым –  области с высоким процентом гибели.
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ствами, способствующими эффективному вы-
живанию клеток в периферических тканях при 
воспалительных реакциях. Поскольку обладает 
выраженной способностью блокировать инду-
цированный апоптоз моноцитов, что, возмож-
но, способствует продлению жизни моноцитов 
в условиях воспаления и более успешному про-
тивостоянию микробным факторам, ускоряю-
щим апоптоз клеток, а значит более эффективно 
элиминировать чужеродную генетическую ин-
формацию и поврежденные ткани организма.

Более глубокое изучение механизмов репара-
тивной регенерации ран кожи, в частности роли 
апоптоза, может способствовать поиску новых 
подходов к терапии, связанной с воздействи-
ем на иммунные механизмы регуляции гибели 
клеток и оценке эффективности применяемых 
лекарственных препаратов для профилактики 
образования рубцов.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время для замещения отсутству-
ющих зубов широко применяется протезирова-
ние с опорой на дентальные имплантаты. Од-
нако, с количественным ростом установленных 
имплантатов, увеличивается и процентное соот-
ношение осложнений, связанных с возникно-
вением воспаления окружающих тканей –  пери-
имплантитом [1]. Известно, что периимплантит 
в раннем послеоперационном периоде возни-
кает как следствие воспалительного поражения 
инфекционной природы, которое может быть 
связано, в том числе, с близким расположением 
имплантата к очагу периапикального пораже-
ния. В результате контаминации поверхности 
имплантата может происходить утрата костной 

ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ
РАННЕЙ ФОРМЫ ПЕРИИМПЛАНТИТА И ВЛИЯНИЕ

ТОПИЧЕСКОЙ ИММУНОТЕРАПИИ НА САЛИВАТОРНЫЙ
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В настоящее время для замещения отсутствующих зубов широко применяется протезирова-
ние с опорой на дентальные имплантаты и, соответственно, растет число осложнений, связанных 
с возникновением воспаления окружающих тканей –  периимплантитом. Цель работы –  провести 
анализ уровня цитокинов полости рта у пациентов при проведении закрытого синус-лифтинга 
с одномоментной дентальной имплантацией, завершившейся развитием ранней формы периим-
плантита, и оценить влияние топической иммунотерапии на концентрацию цитокинов слюны 
при данном методе имплантации. 105 пациентов, получивших имплантологическое лечение, были 
комплексно обследованы с использованием лабораторных и иммунологических методов –  оцени-
вали динамику концентраций IL-1β, IL-1Ra, IL-8, IL-2 и IL-10 слюны на 6-е, 12-е и 24-е сутки по-
слеоперационного периода. На основании анализа саливаторного уровня цитокинов у пациентов 
с ранней формой периимплантита был выявлен дисбаланс системы про- и противовоспалитель-
ных цитокинов ротовой полости. Топическая цитокинотерапия беталейкином и ронколейкином 
нивелировала обнаруженные иммунологические изменения и способствовала предотвращению 
хронизации воспалительной реакции в раннем послеоперационном периоде.
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ткани в его апикальной или средней части [1]. 
Исход –  потеря дентального имплантата, фор-
мирование функциональных и структурных на-
рушений [2]. Число подобных ранних осложне-
ний варьирует в пределах от 3 до 10% [3]. Даже 
строгое соблюдение всех рекомендаций по по-
казаниям и противопоказаниям для проведения 
дентальной имплантации, усовершенствование 
её хирургической техники не всегда гарантирует 
удовлетворительный результат лечения.

Данные о распространенности раннего пе-
риимплантита малочисленны, встречаются еди-
ничные публикации отечественных и зарубеж-
ных авторов по теоретическому обоснованию 
единой системы прогнозирования исходов ден-
тальной имплантации. В частности, имеются ра-
боты по исследованию физических показателей 
биологических сред организма человека с целью 
возможности прогнозирования заболеваний, 
в том числе осложнений дентальной имплан-
тации [4]. В ряде исследований приводятся 
сведения о возможном прогнозе осложнений 
дентальной имплантации за счет разработки 
объективных скрининговых методов ранней 
диагностики, основанных на выявлении ко-
ли чест вен но-ка чест вен ного уровня продуктов 
свободнорадикального окисления [5]. Тем не 
менее, публикаций, определяющих роль и вы-
являющих особенности иммунологической со-
ставляющей в развитии ранней формы периим-
плантита не обнаружено.

Одной из наиболее сложной клинической 
ситуацией, связанной с высокой вероятностью 
развития ин фекционно-воспалительных ослож-
нений, является установка одиночного им-
плантата методикой закрытого си нус-лиф тин га 
в дистальных отделах верхней челюсти. Исход 
лечения при данном оперативном вмешатель-
стве во многом зависит от особенностей имму-
нологической резистентности верхнечелюстного 
синуса и полости рта. Известно, что содержание 
цитокинов в биологических жидкостях свиде-
тельствует о выраженности эффективности вос-
палительного ответа [6].

Указанные предпосылки определили цель 
работы – провести анализ уровня цитокинов по-
лости рта у пациентов при проведении закрытого 
си нус-лиф тин га с одномоментной дентальной 
имплантацией, завершившейся развитием ран-
ней формы периимплантита, и оценить влияние 
топической иммунотерапии на концентрацию 
цитокинов слюны при данном методе имплан-
тации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось на клинической 
базе кафедры Хирургической стоматологии 
и ЧЛХ и в НИИ иммунологии ФГБОУ ВО «Юж-
но-Ураль ский государственный медицинский 
университет» Минздрава России – 105 пациен-
тов, получивших имплантологическое лечение 
(установка дентального имплантата в дисталь-
ных отделах верхней челюсти с дополнитель-
ной манипуляцией закрытый синус-лифтинг), 
были комплексно обследованы с использова-
нием лабораторных и иммунологических мето-
дов. Средний возраст больных составил 43 [37; 
49] года, среди обследуемых было 74 женщины 
(70%) и 31 мужчина (30%). Диагноз определял-
ся в соответствии с МКБ-10 (1997) – K 08.1. 
Проводимое исследование характеризовалось 
двухкомпонентным дизайном. На первом эта-
пе проводилось изучение и ретроспективный 
сравнительный анализ саливаторного уровня 
цитокинов у 35 пациентов (мужчины – n=10 
(29%), женщины – n=25 (71%), средний воз-
раст 43 [37; 49] года). У 29 обследуемых из этой 
группы был положительный исход лечения (1-я 
подгруппа), во 2-й подгруппе (n=6) было зареги-
стрировано развитие раннего периимплантита, 
и, как следствие, – потеря имплантата. В рамках 
второго этапа проводилось краткосрочное, про-
спективное, сравнительное, «простое слепое» 
рандомизированное исследование по оценке 
эффективности локального применения реком-
бинантных цитокинов IL-1β (беталейкин –  реги-
страционное удостоверение № Р N000222/01 от 
20.12.2007, производитель ФГУП «ГНИИ Особо 
чистых биопрепаратов», СПб., Россия, гидроге-
левый «Ко ле текс-Бета» –  ТУ 9393-018-58223785-
2011, производитель ООО “Колетекс”, Москва, 
Россия) и IL-2 (ронколейкин – регистрацион-
ный номер ЛС-001810-270711, «Биотех», СПб., 
Россия), по разработанным в ходе исследования 
схемам (патент № 2600867 РФ на изобретение). 
Методом простой рандомизации было сформи-
ровано три, сопоставимых по гендерным и воз-
растным признакам, группы: две основные – 
группа «Беталейкин» (ГБ), (n = 35) и группа 
«Ронколейкин» (ГР), (n = 35) – пациентам ко-
торых на фоне оперативного вмешательства про-
водилась топическая цитокинотерапия, а также 
группа сравнения (ГС), (n = 35), в которой были 
установлены имплантаты по общепринятой ме-
тодике без применения иммунопрепаратов.

Концентрацию цитокинов (IL-1β, IL-1-RA, 
IL-8, IL-2, IL-10) в нестимулированной сме-
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шанной слюне определяли методом ИФА (тест 
системы ООО «Цитокин», СПб, РФ). Слюна 
забиралась до начала операции, затем на 6-е, 
12-е, 24-е сутки послеоперационного периода. 
Результаты расчета получали в пкг/мл и срав-
нивались с показателями контрольной группы 
(КГ) – 10 клинически здоровых людей, сопоста-
вимых по полу и возрасту с пациентами. Стати-
стическую обработку полученных данных про-
водили с использованием пакета прикладных 
компьютерных программ SPSS Statistics 17,0, 
используя критерии Манна-Уитни, Крускалла-
Уоллиса, при р≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При оценке полученных на первом этапе 
работы данных был выявлен ряд статистиче-

ски значимых различий между показателями 
здоровых лиц, пациентов с положительным 
исходом хирургического этапа имплантологи-
ческого лечения и с больными, у которых уста-
новленный дентальный имплантат был утерян 
в результате ранней формы периимплантита 
(Таблица 1). В динамике у всех пациентов обе-
их подгрупп было определено статистически 
значимое с контролем повышение уровней всех 
изучаемых медиаторов. Наиболее выраженное 
увеличение концентрации IL-1β было отмече-
но в подгруппе пациентов с неблагоприятным 
исходом хирургического лечения: на 6-е сутки 
8,5 раз в сравнении с показателями контроля; 
на 12-е сутки –  семикратное превосходство. В то 
же время в первой подгруппе увеличение пока-
зателей IL-1β в сравнении с клинически здо-
ровыми лицами составили на 6-е сутки 6,5 раз, 

Таблица 1. Показатели концентрации цитокинов смешанной слюны у пациентов с различным исходом закрытого 
синус-лифтинга с одномоментной дентальной имплантацией

Цитокины 
(пкг/мл)

Сроки 
(сутки)

1) 1-я подгруппа 
(n= 29)

2) 2-я подгруппа 
(n= 6)

3) группа контроля 
(n=10)

IL-1β

д/о 43 [9;75] 40 [26;75]

32 [15 58]
6-е 208 [169; 276]* 272 [264;364]*

12-е 189 [151; 281]* 230 [109;276]*

24-е 208 [169; 276]* 209 [149;371]*

IL-1-RA

д/о 669 [160; 958] 691 [234; 958]

579 [430; 1025]
6-е 2045 [1156; 3575]* 2115 [1275; 2727]*

12-е 1585 [1309; 1735]* 1594 [1169; 2437]*

24-е 2256 [1169; 3000]* 2598 [1320; 2609]*

IL-8

д/о 303 [262; 333] 269 [265; 308]

304 [261;423]
6-е 1152 [1126; 1406]* ** 1673 [1486; 2141]*

12-е 392 [304; 405] 449 [333; 1169]

24-е 1054 © [889; 1258]* 1160 [963; 1554]*

IL-10

д/о 21 [17; 33] 32 [19; 42]

24 [13;34]
6-е 51 [41; 68] * 86 [58; 130]*

12-е 34 [19; 39] 33 [18; 55]

24-е 21 [19; 28] 16 [12; 32]

IL-2

д/о 10 [8; 11] 12 [10; 17]

10 [9; 12]
6-е 21 [18; 24]* 23 [19; 26]*

12-е 13 [12; 15] 12 [10; 17]

24-е 16 [10; 21] 16 [12; 28]

Примечание: *Статистически значимые различия между группами пациентов с группой контроля (р≤0,05); ** Статисти-
чески значимые различия между группами пациентов (р≤0,05).
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а на 12 -е –  до 5,7 раз. На 24-е сутки во второй 
подгруппе пациентов сохранялось увеличение 
показателя (до 6,5 раз в сравнении с данными 
здоровых лиц), а в первой подгруппе был отме-
чен повторный рост концентрации медиатора.

Нарастание уровня IL-1-RA на 6-е сутки так-
же было выраженное во второй подгруппе об-
следуемых –  разрыв составил 3,7 раза (первая 
подгруппа – 3,5). К 12-му дню в обеих подгруп-
пах уровень антагониста IL-1β незначительно 
снижался, к последним срокам исследования 
концентрация IL-1-RA опять нарастала –  син-
хронно с увеличением продукции IL-1β в пер-
вой подгруппе пациентов и на фоне снижения 
уровня IL-1β во второй.

Анализ содержания IL-8 слюны показал ста-
тистически значимое в сравнении с контролем 
его увеличение, которое было более выражен-
но в подгруппе пациентов с неблагоприятным 
исходом имплантации –  на 6-е сутки разрыв 
с контролем составил 5,5 раза и статистически 
отличался от показателя концентрации иссле-
дуемого медиатора в первой подгруппе. На 12-е 
сутки в обеих подгруппах было зафиксировано 
снижение уровня хемоаттрактанта, но к 24-м –  
уровень IL-8 опять нарастал, более выраженно 
во второй подгруппе пациентов.

На 6-й день обследования определялся высо-
кий уровень IL-2 у пациентов второй подгруп-
пы (в 2,3 раз относительно контрольных зна-
чений), но в последующие сроки наблюдения 
его концентрация восстанавливалась. К 24-м 
суткам значения медиатора вновь повысилось 
в обеих группах, но опять же статистически зна-
чимое во второй подгруппе исследуемых паци-
ентов. Оценка динамики концентрации IL-10 
показала достоверно более значимое его увели-
чение к 6-м суткам у пациентов второй подгруп-
пы (в 3,6 раз в сравнении с контролем, в 2,1 раз 
в сравнении с первой подгруппой), снижение 
до первоначальных цифр в обеих подгруппах 
пациентов было зарегистрировано к 24-му дню 
наблюдения.

На втором этапе изучалось влияние топиче-
ской цитокинотерапии на уровни изучаемых 
цитокинов слюны. Ко второму сроку исследова-
ния были выявлены повышенные концентрации 
IL-1β, его ингибитора IL-1Ra и хемокина IL-8 
у всех обследуемых, но наибольшие значения 
в группе получавших терапию беталейкином 
(р=0,00… с показателями ГР, ГС, КГ). На 12-е 
сутки наблюдения отмечено снижение содержа-
ния вышеуказанных медиаторов во всех группах 

пациентов. К 24-му дню исследования у паци-
ентов основных групп была зарегистрирована 
нормализация уровней IL-1β и его антагониста, 
при этом концентрация основного хемоаттрак-
танта восстановилась только у пациентов груп-
пы «Ронколейкин», в то же время у пациентов, 
пролеченных беталейкином, продолжалось его 
снижение, в группе сравнения был отмечен но-
вый скачок роста.

На 6-й день послеоперационного периода 
было зарегистрировано повышение концентра-
ции IL-2, слюны у пациентов всех групп, наи-
более выраженное у пациентов, получавших 
терапию ронколейкином (р=0,00 с ГС, КГ), но 
уже к 12-м суткам было отмечено снижение его 
концентрации и к 24-му дню лечения только 
в группе сравнения сохранялись статистически 
значимые отличия с ГБ и ГР (р=0,00..), а также 
в КГ (0,0008). Профиль противовоспалительно-
го IL-10 характеризовался подъемом концен-
трации у всех 105 пациентов ко второму сроку 
обследования и нормализацией к 24-м суткам 
в ГР и ГС (на фоне роста уровня флогогенных 
цитокинов у пациентов группы сравнения), при 
сохранении высоких концентраций у больных, 
получавших местное лечение беталейкином 
(р=0,04 с КГ).

ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе исследования в ходе изуче-
ния цитокинового профиля слюны у пациен-
тов с различным исходом имплантологического 
лечения были определены иммунологические 
признаки хронизации послеоперационной вос-
палительной реакции у всех обследуемых, в зна-
чительно более выраженном варианте –  у па-
циентов с ранней формой периимплантита. 
Выявленные особенности выражались преиму-
щественно в дисбалансе про- и противовос-
палительной системы и на это указывают, пре-
жде всего, особенности динамики уровня IL-1β 
и IL-1-RA – значительное повышение их кон-
центрации на протяжении всего послеопераци-
онного периода [7]. Обращает на себя внимание 
тот факт, что к концу исследования определялся 
рост уровня IL-8, в большей степени, у пациен-
тов с неблагоприятным исходом хирургического 
лечения. Учитывая, что IL-8 является мощным 
хемоаттрактантом, можно предположить, что до 
24-го дня исследования сохранялся послеопера-
ционный воспалительный процесс, вероятно, 
связанный с повторной контаминацией. В поль-
зу данного тезиса свидетельствует рост продук-
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ции IL-2 к финальным срокам обследования. 
Также формирующуюся хронизацию воспали-
тельной реакции в послеоперационном периоде 
косвенно подтверждает динамика уровня IL-10, 
соотнесенная с показателями других цитоки-
нов, а именно, отсутствие увеличения его кон-
центрации (у пациентов с ранней формой пери-
имплантита) на фоне нарастания показателей 
флогогенных медиаторов. Таким образом, на 
первом этапе работы были выявлены некоторые 
иммунологические предпосылки для развития 
раннего периимплантита и определены пути то-
пической профилактики данного осложнения, 
приводящего к потере имплантата – местная 
цитокинотерапия, направленная на нормали-
зацию локальной иммунологической состав-
ляющей.

На втором этапе исследования определяли 
влияние локальной иммунокоррекции беталей-
кином и ронколейкином на уровень цитокинов 
слюны у пациентов, которым проводилась уста-
новка дентальных имплантатов. Было определе-
но различное действие препаратов на концен-
трацию изучаемых цитокинов, но обнаружен 
общий интегральный эффект, заключающийся 
в нивелировании обнаруженного ранее диссо-
нанса системы про- и противоспалительных 
цитокинов и, соответственно, в предупрежде-
нии хронизации воспалительной послеопера-
ционной реакции.

ВЫВОДЫ

1. У пациентов с ранней формой периим-
плантита, пролеченных с применением ден-
тальных имплантатов (установленных методом 
закрытого синус-лифтинга), на основании ана-
лиза саливаторного уровня цитокинов выявлены 
особенности иммунологических показателей –  
дисбаланс системы про- и противовоспалитель-
ных цитокинов ротовой полости.

2. Топическая цитокинотерапия беталей-
кином и ронколейкином способствует ниве-
лированию изменений системы про- и про-
тивоспалительных цитокинов, нормализуя их 
концентрации и, соответственно, предотвра-
щает развитие хронизации воспалительной ре-
акции в раннем послеоперационном периоде.
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Currently, prosthetics based on dental implants is widely used for the replacement of missing teeth, and 
consequently the number of complications associated with the occurrence of infl ammation surrounding 
tissues is growing. The object of the research is to conduct analysis the level oral cytokines in the patients 
with a closed sinus lift with simultaneous dental implantation, ending in the development of early form 
of periimplants, and to assess the topical immunotherapy eff ect on concentration saliva cytokines in this 
implantation method. 105 patients who received implant treatment were comprehensively examined us-
ing laboratory and immunological methods –  the dynamics of concentrations of IL-1β, IL-1Ra, IL-8, 
IL-2 and IL-10 of saliva on the 6th, 12th and 24 th day of the postoperative period was evaluated. Based 
on the analysis of the salivator level of cytokine in patients with early periimplants the imbalance of the 
pro- and anti-infl ammatory cytokines of the oral cavity was diagnosed. The topical cytokine therapy with 
betaleukin and roncoleukin leveled out the revealed immunological changes and prevented the chronic 
infl ammatory response in the early postoperative period.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема потребления психоактивных ве-
ществ (ПАВ) и зависимости от них в последние 
десятилетия превратилась в мировую медико-
социальную проблему, которая демонстриру-
ет тенденцию неуклонного роста; потребление 
ПАВ, в частности алкоголя, приводит к значи-
тельному увеличению числа больных алкого-
лизмом и росту числа связанных с этим сома-
тических заболеваний. Существенным звеном 
в патогенезе болезней зависимости является 
нарушение механизмов нейроиммунного взаи-
модействия, характеризующееся дисбалансом 
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Существенным звеном в патогенезе алкогольной зависимости является нарушение механиз-
мов нейроиммунного взаимодействия, что обуславливающет перспективность поиска новых эф-
фективных и безопасных фармакологических средств коррекции, действующих на молекулярные 
мишени влияния алкоголя в ЦНС и способных корригировать нейроиммунную дисрегуляцию. 
Продемонстрирован позитивный психонейроиммуномодулирующий эффект при эксперимен-
тальной алкогольной зависимости оригинального антиконвульсанта, обладающего модулирую-
щим действием на ГАМКА/бензодиазепиновый рецепторный комплекс. Эффект выражался 
в снижении патологического влечения к алкоголю, стимуляции параметров ориентировочно-
исследовательского поведения и иммунного ответа, что обуславливает перспективность приме-
нения антиконвульсанта в терапии хронического алкоголизма и может обеспечить новый фарма-
котерапевтический подход к профилактике и лечению данного заболевания.
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нейромедиаторов и нейромодуляторов в цент-
ральной нервной системе, усиленной продукци-
ей аутоантител к нейромедиаторам, нарушени-
ем центральной и периферической продукции 
цитокинов [1, 2, 3, 4]. 

Одной из ведущих проблем в лечении алко-
голизма является необходимость формирования 
новых подходов к профилактике и лечению это-
го заболевания. Перспективным является поиск 
новых эффективных и безопасных фармаколо-
гических средств коррекции, действующих на 
молекулярные мишени влияния алкоголя в ЦНС 
и способных корригировать нейроиммунную 
дисрегуляцию, препятствуя тем самым развитию 
алкогольной интоксикации и зависимости. Ми-
шенями действия алкоголя в центральной нерв-
ной системе (ЦНС) являются ГАМКА-ре цеп-
то ры (ГАМКА-Р), представляющие основную 
ингибиторную нейротрансмиттерную систему 
в ЦНС, и играющие центральную роль в опосре-
довании эффектов этанола [5, 6, 7]. Хроническое 
употребление алкоголя вызывает также нейроа-
даптивные изменения бензодиазепиновых ре-
цепторов (БДР), модулирующих ГАМКА-Р, что 
поддерживает аддиктивное состояние [8, 9]. 

В последние десятилетия активно развивает-
ся «эпилептогенная концепция» возникновения 
неконтролируемого влечения к ПАВ, предпола-
гающая общность патогенетических механизмов 
эпилептических пароксизмов и нейрофункцио-
нальной патологической доминанты, обуслов-
ливающей компульсивное влечение к ПАВ [10]. 
Указанная концепция служит основанием ис-
пользования антиконвульсантов в наркологи-
ческой практике. Модулирующее действие на 
БДР показано для оригинального соединения 
ме та-хло ро-бенз гид рил мо че ви ны (м-хБГМ), 
синтезированного в Проблемной на уч но-ис-
сле до ва тель ской лаборатории синтеза лекар-
ственных средств Томского политехнического 
университета в процессе поиска высокоэффек-
тивных антиконвульсантов [11]. В отличие от 
большинства аналогов, соединение является 
действующим веществом, не требующим транс-
формации в печени, что значительно снижает 
токсичность и исключает побочные эффекты 
(сонливость, гепато- и нейротоксические эф-
фекты), что предполагает перспективность его 
применения в терапии алкоголизма и обуслав-
ливает целесообразность исследования влия-
ния данного соединения на психофизиологи-
ческие показатели животных с алкогольной 
зависимостью.

Целью данного исследования было изуче-
ние влияния оригинального антиконвульсанта 
м-хБГМ на параметры поведения и иммунитета 
у животных в состоянии экспериментального 
алкоголизма.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на мышах-самцах 
(CBA x C57Bl/6) F1 (n = 80), полученных из 
лаборатории экспериментальных животных 
НИИФФМ (г. Новосибирск). Животных содер-
жали в условиях лабораторного вивария в клет-
ках по 10 особей в каждой, на стандартной диете, 
при нормальном световом режиме. Содержание 
экспериментальных животных соответствовало 
правилам, принятым Европейской конвенцией 
по защите животных, используемых для экспе-
риментальных и иных научных целей (Страс-
бург, 1986) и правилами лабораторной прак-
тики (приказ Министерства здравоохранения 
Российской Федерации от 19.06.2003, N267).

Ориентировочно-исследовательское пове-
дение (ОИП) животных оценивали в тесте “от-
крытое поле” [12]. Для этого использовалась 
большая прямоугольная камера (100 × 100 см) 
с пластмассовыми стенками высотой 40 см. По-
лом служил лист белого пластика, на который 
черной краской нанесена решётка, делящая 
поле на 100 (10 × 10) равных квадратов. Освеще-
ние проводилось бестеневой лампой мощно-
стью 100 Вт, расположенной на высоте 100 см 
над центром поля. Животное помещалось в угол 
камеры и регистрировалась его моторная и ис-
следовательская активность в течение 5 минут 
с интервалом в 1 минуту. Для каждого животного 
подсчитывалось число пересеченных централь-
ных и периферических квадратов, число верти-
кальных стоек (свободных и с опорой на стенку 
поля), суммарная горизонтальная и вертикаль-
ная двигательная активность. С целью опреде-
ления степени эмоциональной реактивности ре-
гистрировалось число фекальных болюсов. Все 
эксперименты проводились в период времени 
с 10 до 14 часов.

Хроническая зависимость от этанола была 
сформирована у двух групп мышей-самцов 
(CBAxC57Bl/6) F1 c активным и пассивным ти-
пами ОИП путем принудительной алкоголиза-
ции (10% раствор этанола в качестве единствен-
ного источника жидкости) в течение 6 месяцев 
с регулярным замером потребляемого количества 
раствора этанола. Животные в состоянии экспе-
риментальной алкогольной зависимости про-
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водилось курсовое (10 дней) внутрижелудочное 
введение оригинального соединения м-хБГМ 
в виде суспензии на 1% крахмальной слизи 
в действующей концентрации 11,6 мг/кг в сутки 
в условиях свободного выбора между 10% рас-
твором этанола и водой в течение 10 суток (двух-
бутылочный оральный тест) с ежедневным заме-
ром потребления жидкостей каждым животным.

Для оценки интенсивности основных зве-
ньев иммунного ответа мышей иммунизирова-
ли посредством внутрибрюшинного введения 
эритроцитов барана (5% –  0,5 мл.). Гумораль-
ный иммунный ответ оценивали на пятые сутки 
после иммунизации по количеству локальных 
зон гемолиза в полужидкой среде. Определение 
количества антителообразующих клеток в селе-
зенке. (АОК) проводилось модифицированным 
методом A. J. Cunningham [13]. Для определе-
ния высоты реакции гиперчувствительности 
замедленного типа (ГЗТ) через 96 часов после 
иммунизации внутрибрюшинным введением 
эритроцитов барана (0,5% –  0,5 мл.), вводили раз-
решающую дозу указанного антигена (50% –  0,05 
мл.) под апоневроз задней стопы. Формирование 
реакции ГЗТ оценивали через 24 часа после раз-
решающей инъекции по степени опухания лапы 
(изменения её толщины по сравнению с по зи-
тив но-конт рольной задней лапой того же живот-
ного, в которую была введена среда RPMI 1640). 
Индекс реакции (ИР) определяли для каждой 
мыши по формуле ИР = (Ро – Рк) / Рк и выра-
жали в процентах [14].

Статистическая обработка результатов прово-
дилась с применением парного критерия Ман на-

Уит ни (компьютерная программа STATISTICA 
10.0 for Windows, StatSoft, USA). Данные пред-
ставлены в виде М ± SD. Различия считали до-
стоверными при p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Хроническая зависимость от этанола была 
сформирована у двух групп мышей (CBAxC57Bl/6) 
F1 c активным и пассивным типами ОИП, по-
скольку ранее нами была показана различная 
чувствительность указанных групп животных 
к ПАВ [4, 15, 16]. Показано, что животные с пас-
сивным типом поведения, начиная с первых 
дней спаивания, потребляли большее количе-
ство алкоголя, чем мыши с оппозитным типом 
поведения: среднесуточное потребление 10% 
раствора этанола (мл/мышь) животными ука-
занных групп составило 1,9±0,65 и 2,5±0,5 со-
ответственно (p<0,05).

На фоне приема м-хБГМ у всех мышей в со-
стоянии хронического алкоголизма, независи-
мо от типа поведения, регистрировалось сниже-
ние количества потребляемого раствора этанола 
и повышение потребления воды в условиях сво-
бодного выбора; после 4 дней приема м-хБГМ 
мыши отказались от приема алкоголя (Рис. 1).

Представленные результаты свидетельствуют 
о том, что указанный оригинальный антикон-
вульсант при экспериментальной алкогольной 
зависимости обладает выраженным эффектом, 
направленным на снижение патологического 
влечения к алкоголю, и обуславливают целесоо-
бразность исследования его влияния на функ-

Рис. 1. Суточное потребление 10% раствора этанола и воды (мл / мышь) при условии свободного выбора мышами 
(CBA x C57Bl/6) F1 с активным (А) и пассивным (Б) типами поведения в состоянии алкоголизма на фоне курсо-
вого введения оригинального антиконвульсанта мета-хлоро-бензгидрилмочевины
Примечание: по оси абсцисс –  дни введения препарата; по оси ординат –  количество потребленной жидкости (мл); ряд 
1 –  количество потребляемого этанола; ряд 2 –  количество потребляемой воды; n = 24–28 в каждой группе животных.

7

6

5

4

3

2

2

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ряд1

Ряд2

А
8

7

6

5

4

3

2

1

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ряд1

Ряд2

Б



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

1220 Е. В. Маркова и др.

циональную активность основных гомеостати-
ческих систем организма нервной и иммунной.

Поисковая активность важна как фактор 
регулирования психического и соматического 
здоровья. Хроническая алкогольная интоксика-
ция приводит, как известно, к формированию 
де прес сив но-по доб но го поведения [2, 3], в силу 
чего, представляло определенный интерес оце-
нить параметры ОИП у мышей с оппозитными 
типами поведения в состояние хронического ал-
коголизма после курсового приема оригиналь-
ного антиконвульсанта, снижающего патологи-
ческое влечение к этанолу. При исследовании 
параметров ОИП жи вот ных-ал ко го ли ков после 
курсового приема м-хБГМ зарегистрировано су-
щественное повышение показателей суммарной 
горизонтальной двигательной активности (мо-
торный компонент поведения), наиболее выра-
женное у мышей с пассивным типом поведения 
(в 2.7 раза у активных и в 5.2 раза у пассивных 
мышей); причём, стимуляция центральной го-
ризонтальной двигательной активности наблю-
далась только у мышей с активным типом пове-
дения. При анализе показателей вертикальной 
двигательной активности, отражающей иссле-
довательский компонент поведения, установлен 
значительный стимулирующий эффект м-хБГМ 
(в 9.6 раза отмечено повышение суммарной 
вертикальной активности у мышей с исходно 
активным типом поведения и в 6,5 раз у живот-
ных с пассивным типом поведения). При этом 
у мышей с пассивным типом поведения после 
приема соединения отмечалось появление не 
свойственных этим животным свободных сто-
ек. Обращает на себя внимание тот факт, что 
после приема м-хБГМ, большинство параме-
тров поведения жи вот ных-ал ко го ли ков были 
даже выше, чем таковые у интактных живот-
ных аналогичного возраста (контрольная груп-
па) и соответствовали параметрам поведения 
в «открытом поле», характерным для молодых 
3-х месячных животных.

Анализ показателей интенсивности основных 
звеньев иммунного ответа выявил после курсо-
вого приема м-хБГМ стимуляцию гуморального 
иммунного ответа, оцененного по относитель-
ному числу АОК селезенки; причём, также на-
блюдались индивидуально-типологические осо-
бенности реагирования животных в состоянии 
хронического алкоголизма на оригинальный ан-
тиконвульсант: эффект был наиболее выражен 
у животных с активным типом ОИП по сравне-
нию с мышами с пассивным типом поведения.

После приема оригинального антиконвуль-
санта у всех мышей регистрируется также суще-
ственное повышение уровня развиваемой реак-
ции гиперчувствительности замедленного типа 
(ГЗТ) в ответ на введение Т-зависимого анти-
гена. Стимулирующий клеточное звено иммун-
ного ответа при хронической алкогольной ин-
токсикации эффект м-хБГМ наиболее выражен 
у животных с пассивным типом ОИП (в 2 раза 
сильнее, чем в оппозитной группе).

ОБСУЖДЕНИЕ

Злоупотребление алкоголем вызывает разви-
тие толерантности и зависимости, посредством 
взаимодействия этанола с ГАМКА/бензодиазе-
пиновым рецепторным комплексом (ГАМКА/
БДР) в различных структурах головного моз-
га [5, 7, 9]. Наряду с изменением в метаболических 
и рецепторных системах мозга, нарушение ней-
роиммунного взаимодействия, иммуносупрес-
сия, играют важную роль в патогенезе аддиктив-
ных расстройств, в частности, алкоголизма [10]. 
Перспективы лечения алкогольной зависимости 
связаны с использованием новых препаратов, 
оказывающих модулирующее действие на мо-
лекулярные мишени действия этанола в ЦНС. 
В этой связи, применение противосудорожных 
препаратов, влияющих на ГАМКА/БД рецеп-
торную систему, стимулирующих ГАМК-ме ди-
а цию, проявляющих анксиолитические свой-
ства без выраженного седативного эффекта, не 
формирующих зависимость и синдром отмены 
при их использовании, может обеспечить новый 
фармакотерапевтический подход к профилакти-
ке и лечению этого заболевания.

Будучи одним из главных нейромедиаторов, 
ГАМК в относительно высокой концентрации 
обнаружена в головном мозге. Установлено 
ее присутствие также в других органах и тка-
нях [17, 18], в частности, описано наличие функ-
циональных ГАМК рецепторов на поверхности 
Т-лим фо ци тов [19, 20]. Нейроиммуномодули-
рующая активность ГАМК-ер ги чес кой системы 
опосредована ГАМКА-Р изменение активности 
которых, аналогично эффектам на нейрональных 
клетках, вызывает модуляцию функциональной 
активности клеток иммунной системы, изменяя 
их пролиферативную активность в перифериче-
ской крови и в костном мозге дозозависимым 
образом [21, 22]. Посредством ГАМКА-Р пока-
зана также модуляция интенсивности развития 
реакции ГЗТ [21]. Бензодиазепины, связыва-
ясь со специфическими местами на ГАМКА-Р 
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комплексе – бензодиазепиновыми рецепторами 
(БДР), изменяют его конформацию и аффини-
тет, аллостерически модулируя его функцию, 
потенцируя процессы торможения в структурах 
мозга, влияющих на активность разных нейроме-
диаторных систем [23, 24]. Ранее нами было уста-
новлено, что м-хБГМ, повышает нейромедиа-
цию ГАМК и модулирует ГАМКА/БДР [9, 25, 26], 
Показанное в настоящем исследовании влияние 
данного оригинального соединения на алкоголь-
ную мотивацию, поведение в «открытом поле» 
и интенсивность гуморального и клеточного им-
мунного ответа у экспериментальных животных 
с оппозитными (активным и пассивным) типами 
поведения свидетельствует о позитивном психо-
нейроиммуномодулирующем эффекте м-хБГМ 
при экспериментальной алкогольной зависимо-
сти, выражающемся в снижении патологическо-
го влечения к алкоголю, стимуляции параметров 
ори ен ти ро воч но-ис сле до ва тель ско го поведения 
и иммунного ответа. Вышеизложенное обуслав-
ливает перспективность применения указанного 
оригинального антиконвульсанта в терапии хро-
нического алкоголизма. Продемонстрированные 
особенности корригирующего поведенческие 
и иммунные показатели эффекта соединения 
м-хБГМ при экспериментальном алкоголиз-
ме, равно как и выявленные ин ди ви ду аль но-ти-
по ло ги чес кие особенности реагирования особей 
с оппозитными типами поведения на его воздей-
ствие, послужат экспериментальным обосно-
ванием дифференцированного использования 
инновационного антиконвульсанта в терапии 
алкогольной зависимости с позиций персони-
фицированной медицины.

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
НИИФКИ, № гос. Регистрации 01201356998.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ / REFERENCES

1. Крыжановский Г. Н., Асмаев И. Г., Магаев С. В., 
Морозов С. Г. Нейроиммуноэндокринные взаимо-
действия в норме и патологии. М.: Медицинская 
книга. 2010, 288. [Kryzhanovsky G. N., Asmaev I. G., 
Magayev S. V., Morozov S. G. Neuroimmunoendocrine 
interactions in norm and pathology. M.: Meditsinskaya 
kniga. 2010, 288].

2. Cui C., Grandison L., Noronha A. Neuroimmune 
mechanisms of brain function and alcohol related dis-
orders. Brain, Behavior, and Immunity 2011, 25, 1–3.

3. Kelleya K. W., R. Dantzer. Alcoholism and infl ammation: 
Neuroimmunology of behavioral and mood disorders. 
Brain, Behavior, and Immunity 2011, 25 (1), 13–20.

4. Чухрова М. Г., Дресвянников В. Л., Маркова Е. В. 
Наркотическая зависимость: современные стра-
тегии исследования. Saint-Louis, Missouri, USA. 

2015. [Chukhrova M. G., Dresvannikov V. L., Marko-
va E. V. Drug dependence: modern research strategies. 
Saint Louis, Missouri, USA. 2015].

5. Centanni S. W., Teppen T., Risher M. L., Fleming R. L., 
Moss J. L., Acheson S. K., et al. Adolescent alcohol ex-
posure alters GABAA receptor subunit expression in 
adult hippocampus. Alcohol. Clin.Exp. Res. 2014, 38, 
2800–2808.

6. Follesa P., Floris G., Asuni G. et al. Chronic Intermit-
tent Ethanol Regulates Hippocampal GABA(A) Re-
ceptor Delta Subunit Gene Expression. Front. Cell. 
Neurosci. 2015, 9, 445.

7. Follesa P., Biggio F., Caria S., Gorini G., Biggio G. 
Modulation of GABA(A) receptor gene expression 
by allopregnanolone and ethanol. Eur. J. Pharmacol. 
2004, 500, 413–425.

8. Collingridge G. L., lsaac J. T., Wang У. Т. Receptor traf-
fi cking and synaptic plasticity. Nature Reviews. Neum-
science. 2004, 5, 952–962.

9. Shushpanova Т. V., Bokhan N. А., Lebedeva Y. F., So-
lonskii А. V., Udut V. V. The eff ect of chronic alcohol 
abuses оп the benzodiazepine receptor system in vari-
ous areas of the human brain. African J Psychiary 2016, 
19 (3), 1000365 doi: 10.4172/2378–5756.1000365

10. Анохина И. Л. Основные биологические механиз-
мы зависимости от психоактивных веществ. Нар-
кология: национальное руководство / под ред. 
Н. Н. Иванца, И. Л. Анохиной, М. А. Винниковой. 
М.: ГЭОТАР-Медиа. 2008. [Anokhina I. L. The main 
biological mechanisms of dependence on psychoac-
tive substances. Narcology: national leadership / ed. 
N. N. Ivance, I. L. Anokhinoy, M. A. Vinnikova. Mos-
cow: GEOTAR-Media. 2008].

11. Novozheeva T., Markova E., Shushpanova O., Knyaze-
va E., Shushpanova T. Optimizing pharmacotherapy 
of epilepsy by creating new ways of administering of 
original anticonvulsant meta-chlorobenzhydryl urea 
(m-CLBHU). European psychiatry 2019, 56, S15.

12. Буреш Я., Бурешова О., Хьюстон Д. П. Методики 
и основные эксперименты по изучению мозга 
и поведения. М; 1991. 399. [Buresh Ya., Bureshova O., 
Houston D. P. Techniques and basic experiments on the 
study of the brain and behavior. M; 1991, 399].

13. Cunningham A. J. A method of increased sensitivity for 
detecting single antibody-forming cells. Nature 1965, 
207, 1106–1107.

14. Yoshikai Y., Miake S., Matsumoto T., et al. Eff ect of 
stimulation and blockade of mononuclear phagocyte 
system on the delayed footpad reaction to SRBC in 
mice. Immunol. 1979, 38, 3, 577–583.

15. Гольдина И. А., Маркова Е. В., Гольдин Б. Г., Кня-
жева М. А., Гайдуль К. В. Протекторные свойства 
экстракта куркумы при этанолиндуцированных 
нарушениях поведения Саратовский научно-
медицинский журнал 2017, 13, 1, 131–135. [Goldi-
na I. A., Markova E. V., Goldin B. G., Knyazheva M. A., 
Gaydul K. V. Protecting properties of turmeric extract for 
ethanol-induced behavioral disorders. Saratov Journal 
of Medical Scientifi c Research 2017, 13, 1, 131–135].

16. Маркова Е. В. Иммунная система и высшая нерв-
ная деятельность. Механизмы нейроиммунных 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

1222 Е. В. Маркова и др.

взаимодействий в реализации и регуляции по-
веденческих реакций. Saarbruken. 2012. [Marko-
va E. V. The immune system and higher nervous ac-
tivity. Mechanisms of neuroimmune interactions in 
the realization and regulation of behavioral reactions. 
Saarbruken. 2012].

17. Cavalotti D., Artico M., D`Andrea V., Cavalotti C. GA-
BA-transaminase activity in the human thymus after 
administration of interferons. Hum. Immunol. 2000, 
61, 697–704.

18. Geigerseder C., Doepner R., Thalhammer A., Frungi-
eri M. B., Gamer-Dimelon K., Calandra R. S., Kohn F. M., 
Maverhofer A. Evidence for a GABAergic system I rodent 
and human testis; local GABA production and GABA 
receptors. Neuroendocrinology 2003, 77, 314–28.

19. Alam S., Laughton D. L., Walding A., Wolstenholme A. J. 
Human peripheral blood mononuclear cells express 
GABAA receptor subunits. Mol Immunol. 2006, 43, 9, 
1432–1442.

20. Mendu S. K., Akesson L., Jin Z., et al. Increased 
GABAA channel subunits expression in CD8+ but not 
in CD4+ T cells in BB rats developing diabetes com-
pared to their congenic littermates. Molecular immu-
nology. 2011, 48, 4, 399–407.

21. Tian J., Chau C., Hales T. G., Kaufman D. L. GABA re-
ceptors mediate inhibition of T-cell responses. J. Neu-
roimmunol. 1999, 1, 21–28.

22. Bandyopadyay B. C., Poddar М. Hypocampic GABA-
ergic activity and T-cell proliferation in aged mammal; 
eff ect of dietary protein. Neurochem. Int. 1998, 32, 
191–196.

23. Idova G., Alperina E. L., Cheido M. A. Contribution of 
brain dopamine, serotonin and opioid receptors in the 
mechanisms of neuroimmunomodulation: evidence 
from pharmacological analysis. Inter. Immunophar-
macol. 2012, 12, 4, 618–625.

24. Lingford-Hughes A. R., Watson B., Kalk N., Reid A. 
Neuropharmacology of addiction and how it informs 
treatment. Br. Med. Bull. 2010, 96, 93–110.

25. Савкин И. В., Маркова Е. В., Шушпанова Т. В., 
Новожеева Т. П., Козлов В. А. Влияние антикон-
вульсанта галодиф на алкогольную мотивацию, 
рецепторные системы и цитокины в мозге в экспе-
рименте. Российский иммунологический журнал 
2018, 12 (21), 733–735. [Savkin I. V., Markova E. V., 
Shushpanova T. V., Novozheeva T. P., Kozlov V. A. The 
eff ect of halodif anticonvulsant on alcohol motivation, 
receptor systems and cytokines in the brain in an exper-
iment. Russian Journal of Immunology 2018, 12(21), 
733–735].

26. Shushpanova T., Novozheeva T., Solonskii A., Bokhan N., 
Markova E. Molecular targets of the ethanol and original 
anticonvulsant in the treatment of alcohol dependence. 
European Psychiatry 2017, 41(S), 350.

PSYCHONEUROIMMUNOMODULATORY EFFECTS OF THE ORIGINAL 
ANTICONVULSANT AT EXPERIMENTAL ALCOHOLISM

© 2019     E. V. Markova1,2*, I. V. Savkin1, M. A. Knyazheva1, 
T. V. Shushpanova3, T. P. Novozheeva3

*E-mail: evgeniya_markova@mail.ru
1Federal State Budgetary Scientifi c Research Institute of the fundamental 

and clinical immunology, Novosibirsk, Russia;
2Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Novosibirsk 

State Pedagogical University», Novosibirsk, Russia;
3Mental Health Research Institute“Tomsk Scientifi c Research Medical Center of Russian 

Academy of Sciences”, Tomsk, Russia

Received: 16.05.2019.  Accepted: 23.06.2019

An essential link in the pathogenesis of alcohol dependence is a violation of the mechanisms of neu-
roimmune interaction, which determines the prospect of fi nding new eff ective and safe pharmacological 
correction tools that act on the molecular targets of the ethanol infl uence in the central nervous sys-
tem and can correct neuroimmune dysregulation. A positive psychoneuroimmunomodulating eff ect was 
demonstrated in the experimental alcohol dependence of the original anticonvulsant, which has a modu-
lating eff ect on the GABA / benzodiazepine receptor complex. The eff ect was expressed in the reduc-
tion of pathological craving for alcohol, stimulation of parameters of exploratory behavior and immune 
response, which makes the use of anticonvulsant in the therapy of chronic alcoholism promising and can 
provide a new pharmacotherapeutic approach to the prevention and treatment of this disease.
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Аргинин является важнейшим нутриентом, участвующим в регуляции гомеостаза, тонуса со-
судов, а также развитии воспаления и иммунного ответа. Дефицит аргинина, вызванный бакте-
риальной аргининдеиминазой, может приводить к развитию эндотелиальной дисфункции. В на-
стоящей работе с использованием супернатантов разрушенных стрептококков (СРС) S.pyogenes 
исходного штамма (M49-16) и его изогенного мутанта с инактивированным геном аргининдеи-
миназы ArcA (M49-16delArcA), исследовали влияние фермента на пролиферативную активность 
и экспрессию адгезионных молекул на эндотелиальных клетках вены пупочного канатика чело-
века (HUVEC). Распределение клеток по фазам клеточного цикла и экспрессию поверхностных 
молекул оценивали методом проточной цитометрии с использованием моноклональных антител. 
Было показано, что под влиянием СРС исходного штамма происходило достоверное снижение 
пролиферативной активности HUVEC и повышался уровень экспрессии адгезионных молекул 
CD62P, ICAM-1 и тканевого фактора CD142. СРС мутантного штамма не оказывал достоверно-
го влияния на исследуемые параметры. Экспрессия рецептора VEGFR-2 в присутствии супер-
натантов обоих штаммов не изменялась. Полученные результаты показали, что стрептококковая 
аргининдеиминаза может способствовать развитию эндотелиальной дисфункции, воспаления, 
усилению процессов коагуляции.
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ВВЕДЕНИЕ

Истощение нутриентов в микроокружении 
клеток организма-хозяина является одной из 
самых распространенных стратегий, которые 
используют патогенные микроорганизмы [1]. 
Экспрессия ар ги нин-гидролизую ще го фермен-
та – аргининдеиминазы (АД) позволяет бакте-
риям выживать в условиях гипоксии, низкой 
кислотности в очаге воспаления, фаголизосомах 
и истощает L-ар ги нин в микроокружении кле-
ток ор га низ ма-хо зя и на [2, 3]. L-ар ги нин играет 
существенную роль в регуляции функций эука-
риотических клеток, в первую очередь –  эндо-
телиальных, т. к. является предшественником 
ряда важных для эндотелиальных клеток (ЭК) 
метаболитов, таких как оксид азота (NO), поли-
амины, пролин и агматин [4]. Также, L-ар ги нин 
работает, как сигнальная молекула, в рамках 
mTOR (mechanical target of rapamycin) зависи-
мого внутриклеточного сигнального пути, кон-
тролирующего метаболизм, пролиферацию, 
аутофагию и синтез регуляторных молекул [5]. 
Активный mTOR обеспечивает гликолитиче-
ский тип метаболизма, который в эндотелиаль-
ных клетках доминирует над процессами окис-
лительного фосфорилирования. Это позволяет 
генерировать большие количества АТФ в еди-
ницу времени, и минимизировать потребление 
кислорода, чтобы улучшать его доступ в ткани. 
Кроме того, переключение типов метаболизма 
играет важную роль при дифференцировке ЭК 
в ходе ангиогенеза [6].

Эндотелий сосудов участвует в ангиогенезе, 
регулирует гомеостаз и тонус сосудов, процес-
сы коагуляции/фибринолиза, а также разви-
тие воспаления и иммунный ответ [7]. Дефи-

цит L-аргинина при бактериальной инфекции 
может приводить к развитию эндотелиальной 
дисфункции. Одним из основных маркеров ак-
тивации и/или повреждения ЭК является повы-
шение уровня экспрессии адгезионных молекул 
и тканевого фактора, что способствует разви-
тию воспаления и тромбоза. Снижение процес-
сов пролиферации тесно связано с клеточным 
старением и эндотелиальной дисфункцией [8]. 

Цель исследования состояла в изучении влия-
ния аргининдеиминазы S. pyogenes на пролифе-
ративную активность, экспрессию рецептора 
VEGFR2 и адгезионных молекул на эндотели-
альных клетках вены пупочного канатика чело-
века HUVEC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление супернатантов разрушенных 
стрептококков (СРС)

СРС оригинального штамма S. pyogenes тип 
М49-16, и его изогенного мутанта с делецией 
гена АrcA (М49-16delArcA), содержащие биоло-
гически активные внутриклеточные компонен-
ты, были получены, как описано в предыдущих 
исследованиях [3, 9]. СРС вносили в нетоксич-
ном для клеток разведении 1/100.

Получение клеток вены пупочного канатика 
(HUVEC)

Эндотелиальные клетки выделяли из вены 
пупочного канатика человека по адаптирован-
ной стандартной методике [10]. Пуповины полу-
чали из перинатального центра ФГБУ «НМИЦ 
им. Алмазова». Все пациентки подписывали 
информированное согласие. С момента родов 
до выделения клеток проходило не более 48 ча-
сов. Вены канюлировали и инкубировали с кол-
лагеназой второго типа (Worthington, США) 
140 ед./ мл в DMEM (Биолот, Россия), в течение 
10 минут на водяной бане при 37 °C. Полученная 
суспензия клеток осаждалась центрифугиро-
ванием при 300 g в течение 5 мин, далее клетки 
ресуспендировали в полной культуральной среде 
ECM (Sciencell, США) и высевали в культураль-
ные флаконы (Sarstedt, Германия), покрытые 
0,2% раствором желатина (Sigma, США). Пере-
сев производили дважды в неделю. Дезинтегра-
цию монослоя вызывали инкубацией в растворе 
Трип син-Вер се на (Sigma, США) при 37 °C. В экс-
периментах использовали клетки 3–5 пассажа. 
Все работы с клетками человека соответствова-
ли Хельсинской декларации. Клетки культиви-
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ровали в среде Endothelial Cell Basal Medium-2 
(ECBM-2) (Promocell, США) с добавлением 
ростовой добавки Supplement Mix (Promocell, 
США). Пересев культуры производили дважды 
в неделю. Дезинтеграцию монослоя осуществля-
ли с использованием раствора Трипсин-ЭДТА 
(Sigma, США). Для проведения экспериментов 
использовали клетки 3–5 пассажа.

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла

Для изучения распределения клеток по фазам 
клеточного цикла клетки засевали в 6-ти луноч-
ный планшет (Sarstedt, Германия) по 300 тысяч 
клеток в 1 мл культуральной среды. Клетки инку-
бировали с исследуемыми субстанциями 72 часа 
при 37˚С во влажной атмосфере с 5% СО2. Для 
оценки доли клеток в фазах синтеза (S/G2) про-
изводили окрашивание клеточной суспензии 
с использованием моноклональных антител 
против циклина А2, Anti-Cyclin A2-FITC, кат. 
№ PNA22327 (Becman Coulter, США). Для этого 
клетки пермеабилизировали 80% ледяным мета-
нолом. После чего проводили окрашивание кле-
точной суспензии антителами против циклина 
А2 в соответствии с рекомендациями произво-
дителя. Для оценки количества ДНК в клетках 
дополнительно проводили окрашивание клеточ-
ной суспензии ДНК-свя зы ваю щим красителем 
DAPI (Invitrogen, США). Для этого к клеткам 
вносили DAPI в концентрации 300 nM и инку-
бировали 10 минут. Анализ образцов проводили 
с использованием проточного цитофлуориметра 
Navios™ (Beckman Coulter, США).

Анализ экспрессии поверхностных маркеров 
HUVEC

Для анализа экспрессии поверхностных мар-
керов суспензию клеток вносили в 24 (Sarstedt, 
Германия) луночный планшет по 150 тысяч 
в 500 мкл полной культуральной среды ECBM-2 
(Promocell, США). Клетки инкубировали 48 ча-
сов при 37˚С во влажной атмосфере с 5% СО2 до 
образования конфлюэнтного монослоя. В каче-
стве стандартного активатора эндотелиальных 
клеток использовали рекомбинантный препарат 
цитокина TNFα – «Рефнолин» (специфическая 
активность препарата 1ЕД – 0,06 нг) в концен-
трации 50 ЕД/мл. После внесения исследуемых 
веществ, клетки инкубировали 24 часа при 37˚С 
во влажной атмосфере с 5% СО2. По окончании 
инкубации производили дезинтеграцию моно-

слоя аккутазой (Sigma, США), клеточные суспен-
зии переносили в пробирки для проточной ци-
тометрии (Beckman Coulter, США). Экспрессию 
поверхностных молекул оценивали методом про-
точной цитометрии с помощью моноклональных 
антител анти-CD62PFITC, кат. № A07790, анти-
CD106PE, кат. № PN A66085, анти-CD54PE, кат. 
№ PN IM1239U, анти-CD142PE, кат. № 550312, 
анти-CD146PC5, кат. № PN A22364, анти-
CD309PC7, кат. № A64616 (Becman Coulter, 
США). Окрашивание клеточных суспензий про-
водили в соответствии с рекомендацией произ-
водителя. Для оценки уровня некроза допол-
нительно проводили окрашивание клеточной 
суспензии ДНК-свя зы ва ю щим красителем DAPI 
(Invitrogen, США). Анализ образцов проводили 
с использованием проточного цитофлуориметра 
Navios™ (Beckman Coulter, США).

Статистическая обработка данных

Анализ и обработку данных производили 
с помощью программы STATISTICA 5.0 с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла

Анализ распределения клеток по фазам 
клеточного цикла показал, что в стандартных 
условиях культивирования доля клеток в фазах 
синтеза (S/G2) составляла 24,3% (Рисунок 1, а). 
Инкубация клеток в присутствии СРС исходно-
го штамма приводила к достоверному сниже-
нию доли клеток в фазах синтеза до 8,2% при 
одновременном повышении доли клеток в фа-
зах покоя (G0/G1) до 91,8% (Рисунок 1, б). При 
инкубации с СРС мутантного штамма доля кле-
ток, в фазах синтеза была достоверно ниже, чем 
тот же показатель для клеток, инкубируемых 
с СРС М49-16 и оставляла 27% (Рисунок 1, в). 
Распределение клеток по фазам клеточного 
цикла в присутствии СРС изогенного мутанта 
не отличалось от того же параметра у клеток, 
культивируемых в стандартных условиях.

Анализ уровня экспрессии поверхностных 
молекул

Исследование уровня экспрессии поверхност-
ных молекул показал, что HUVEC в стандарт-
ных условиях культивирования (Рисунок 2, б) не 
экспрессировали P-селектин CD62P и ткане-
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вой фактор CD142. При этом был выявлен низ-
кий уровень экспрессии адгезионных молекул 
CD106 (VCAM-1), CD54 (ICAM-1), VEGFR-2 
и высокий спонтанный уровень экспрессии ад-
гезионной молекулы CD146 (MCAM). В каче-
стве стандартного активатора ЭК использовали 
провоспалительный цитокин TNFα. В присут-
ствии TNFα происходило значительное повыше-
ние экспрессии адгезионных молекул VCAM-1, 
ICAM-1 и слабое, но достоверное повышение 
уровня экспрессии VEGFR-2. Уровень экспрес-
сии других исследуемых маркеров достоверно 
не изменялся (Рисунок 2, д).

Инкубация HUVEC в присутствии СРС ис-
ходного штамма (Рисунок 2, в) приводила к до-
стоверному усилению экспрессии CD62P, адге-
зионной молекулы ICAM-1 и тканевого фактора 
CD142. Уровень экспрессии адгезионной мо-
лекул VCAM-1 в присутствии СРС исходного 
штамма повышался незначительно, и это изме-
нение не было статистически достоверно. Уро-
вень экспрессии MCAM и VEGFR-2 в присут-
ствии СРС исходного штамма не изменялся.

СРС мутантного штамма не оказывал стати-
стически значимого влияния на уровень экс-
прессии исследуемых молекул (Рисунок 2, г).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные в данном исследовании резуль-
таты показали, что АД в составе СРС является 
фактором, который вызывает усиление адге-
зионной и прокоагуляторной активности ЭК. 
В присутствии СРС исходного штамма на эндо-
телиальных клетках усиливалась экспрессия ад-

гезионных молекул P-селектина, ICAM-1, а так-
же тканевого фактора. При этом СРС изогенного 
мутанта с инактивированным геном АД таким 
действием не обладал. Известно, что P-се лек ти-
ны опосредуют роллинг лейкоцитов на поверх-
ности ЭК, а адгезионные молекулы иммуногло-
булинового суперсемейства ICAM-1 и VCAM-1 
участвуют в прочной адгезии и трансэндотели-
альной миграции лейкоцитов в очаг воспале-
ния [7]. Активация эндотелия сопровождается 
усилением процессов коагуляции, что выражает-
ся в повышении экспрессии тканевого фактора 
на ЭК, продукции фибрина и, в совокупности, 
приводит к тромбозу [11]. Адгезионная молеку-
ла MCAM локализуется преимущественно на 
латеральной поверхности ЭК и участвует в фор-
мировании межклеточных контактов, регули-
рует адгезию и трансэндотелиальную миграцию 
лейкоцитов. Установлено, что снижение уровня 
экспрессии MCAM на ЭК приводит к повыше-
нию проницаемости сосудистого эндотелия [12]. 
Наши исследования показали, что при культиви-
ровании HUVEC в присутствии СРС исходного 
штамма и его изогенного мутанта не происходи-
ло достоверного изменения уровня экспрессии 
MCAM.

Характерное для сердечно-сосудистых за-
болеваний воспаление в эндотелиальной вы-
стилке сосудов зачастую сопровождается сни-
жением уровня L-ар ги ни на в плазме [13]. При 
гипертонии, диабете и дислипидемии повы-
шается экспрессия тканевого фактора на ЭК 
(CD142) [14]. Повышенная экспрессия на ЭК 
ICAM-1, VCAM-1, P-се лек ти на, наблюдает-

Рисунок 1. Репрезентативный дот-плот (циклин А2 vs DAPI), отражающий распределение клеток по фазам клеточ-
ного цикла. а –  контроль изотипических антител, б –  культуральная среда, в –  СРС М49-16, г –  СРС М49-16delArcA.
Примечание: Представлена доля клеток в соответствующих фазах клеточного цикла (M±m,%), n=6. * Отличия от кон-
троля достоверны при р<0,05; ▲ отличия достоверны от СРС М49-16 при р<0,05.
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ся при атеросклеротических поражениях, как 
у животных, так и у людей [15, 16]. В тоже вре-
мя существуют исследования, в которых пока-
зано, что под влиянием L-аргинина снижается 
стимулированная IL-1β экспрессия на HUVEC 
адгезионных молекул ICAM-1 и VCAM-1 [17]. 
В работе Yang et al. было установлено, что L-ар-
ги нин подавляет экспрессию тканевого фактора 
в культуре HMEC (human microvascular endothe-
lial cells) [18]. Полученные в данном исследова-
нии результаты согласуются с данными других 
исследований, и указывают на возможную роль 
L-ар ги ни на в регуляции экспрессии активаци-
онных маркеров на эндотелии.

Одним из механизмов активации эндотелия 
в условиях дефицита L-аргинина может быть на-
рушение активности эндотелиальной синтазы 
оксида азота (eNOS). L-аргинин является един-

ственным субстратом eNOS. Установлено, что 
дефицит L-ар ги ни на приводит к диссоциации 
субъединиц этого фермента, вследствие чего 
снижается синтез NO и повышается продукция 
активных форм кислорода [19]. АФК в низких 
концентрациях действуют как сигнальные мо-
лекулы, но их гиперпродукция приводит к раз-
витию воспаления и повышению экспрессии ад-
гезионных молекул на ЭК [20]. В исследовании 
Patel et al. на HUVEC было показано, что культи-
вирование клеток в присутствии H2O2 сопрово-
ждалось усилением экспрессии P-се лек тина [21]. 
Установлена прямая корреляция между усиле-
нием оксидативного стресса в сосудистой стенке 
и повышением экспрессии ICAM-1 и VCAM-1 
на ЭК у пациентов с гипергликемией и ин су-
лин-не за ви си мым диабетом [22, 23]. Показано, 
что повышенная продукция АФК при сер деч но-

Рисунок 2. Репрезентативный дот-плот, отражающий уровень экспрессии поверхностных маркеров на HUVEC. 
а –  контроль изотипических антител, б –  культуральная среда, в –  СРС М49-16, г –  СРС М49-16delArcA, д –  ТNFα 
(50 ед/мл).
Примечание: Представлены средние значения интенсивности флуоресценции (М±m), n=5; *-отличия от контроля до-
стоверны при p<0,05.
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со су дистых заболеваниях, таких как атероскле-
роз, гиперхолестеринемия, гипертония может 
приводить к усилению воспаления и коагуля-
ции [24–26].

Обнаруженное в наших исследованиях сни-
жение пролиферативной активности HUVEC 
под влиянием АД указывает на возможную роль 
этого фермента в развитии эндотелиальной дис-
функции при инфекции. Анализ распределения 
клеток по фазам клеточного цикла, показал, что 
СРС исходного штамма подавлял пролифератив-
ную активность HUVEC, тогда как СРС мутант-
ного штамма не влиял на исследуемую функцию. 
Предполагают, что снижение пролиферации ЭК 
под влиянием АД происходит в результате ар-
гинингидролазной активности фермента из-за 
истощения L-ар ги ни на [27, 28]. Вследствие де-
плеции этой аминокислоты, в ЭК происходит 
угнетение процессов адгезии, пролиферации, 
миграции, подавление формирования капил-
ляроподобных структур на матригеле, что было 
показано как в наших собственных исследова-
ниях, так и в работах других авторов [3, 27–31]. 
Park et al. при изучении влияния АД, выделенной 
из Mycoplasma spp. на HUVEC, обнаружили, что 
пролиферация клеток и синтез NO в условиях 
дефицита L-ар ги ни на подавляются. Внесение 
избытка L-ар ги ни на приводит к восстановле-
нию этих показателей [27].

Регуляция процессов пролиферации ЭК про-
исходит с участием рецептора VEGFR2, который 
осуществляет трансдукцию сигналов от росто-
вых факторов [32]. Наши эксперименты пока-
зали, что экспрессия рецептора VEGFR-2 при 
инкубации HUVEC в присутствии СРС обоих 
штаммов не изменялась. Эти результаты указы-
вают на то, что в подавлении пролиферации ЭК 
под влиянием АД задействованы другие механиз-
мы. Предполагают, что снижение пролиферации 
ЭК может быть связано с дефицитом L-ар ги ни-
на в качестве предшественника NO [27], проли-
на [33], полиаминов [4] и агматина [34]. Повы-
шенная продукция АФК при дефиците субстрата 
для eNOS [35] и нарушение посттрансляционно-
го аргинилирования белков цитоскелета также 
может быть причиной ингибиции пролифера-
тивной активности ЭК [36]. Дефицит L-ар ги ни-
на может приводить к ингибиции mTOR внутри-
клеточного сигнального пути и переключению 
метаболизма с гликолиза на окислительное фос-
форилирование, ингибиции процессов, связан-
ных с ангиогенезом, в том числе и пролифера-
ции [5, 6].

ВЫВОДЫ

Сравнение влияния СРС исходного штамма 
S. pyogenes и его изогенного мутанта с инакти-
вированным геном аргининдеиминазы на по-
верхностный фенотип и пролиферативную ак-
тивность ЭК показало, что АД может являться 
фактором, который приводит к старению кле-
ток, эндотелиальной дисфункции из-за разви-
тия тромбозов и воспаления.
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Arginine is an important nutrient involved in the regulation of homeostasis, vascular tone, as well as 
the development of infl ammation and immune response. Arginine defi ciency caused by bacterial argin-
ine-deiminase can lead to endothelial dysfunction. In the present study, using the Supernatants of De-
stroyed Streptococcal Cells (SDSCs) of the original strain (S. pyogenes M49-16) and its isogenic mutant 
with the inactivated gene of arginine-deiminase ArcA (M49-16delArcA), the eff ect of arginine deiminase 
on the proliferative activity and expression of adhesion molecules on human umbilical vein endothelial 
cells (HUVEC) was evaluated. Cell distribution by cell cycle phases and expression of surface molecules 
were investigated by fl ow cytometry using monoclonal antibodies. It was shown that the original strain 
SDSC signifi cantly reduced the proliferative activity of HUVEC and increased the expression of adhe-
sion molecules CD62P, ICAM-1 and tissue factor CD142. The SDSC of the mutant strain did not have 
any eff ect. In the presence of supernatants of both strains, the expression of VEGFR-2 receptor did not 
change. The results showed that streptococcal arginine deiminase promotes development of endothelial 
dysfunction, infl ammation, and coagulation.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

ХОБЛ является серьезной меди ко-со циа ль-
ной проблемой. Больные с данной патологией 
имеют снижение качества жизни и инвалидиза-
цию по данному заболеванию [1, 3]. За последние 
годы отмечается рост заболеваемости до 15% 
в популяции, что требует более пристального 
внимания к данной группе больных, что озна-

чает раннее выявление и снижение факторов 
риска. Хроническое воспаление, затрагиваю-
щее разные уровни иммунологического статуса, 
является основой и одним из главных факторов, 
влияющих на течение болезни и определяющее 
степень тяжести [1, 2].

Именно поэтому, изучение иммунологиче-
ского статуса является востребованным аспек-
том на протяжении многих лет.

Цель исследования –  определить особенности 
иммунологического статуса у больных ХОБЛ 
в сравнении со здоровой группой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведено обследование 21 пациента с хрони-
ческой обструктивной болезнью легких, которые 
проходили стационарное лечение в пульмоно-
логическом отделении городской клинической 
больницы № 1 г. Челябинска. Все обследован-
ные были мужского пола и имели средний воз-
раст 63,7 ± 2,25 лет. Стаж курения в данной груп-
пе составил 36,9 ± 2,92 лет, индекс пачка-лет был 
44,0 ± 4,34.

Пациенты с бронхиальной астмой, ише-
мической болезнью сердца, стенокардией на-
пряжения, опухолями различной локализации 
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Был обследован 21 пациент с диагнозом ХОБЛ II–IV стадии, стаж курения составил 36,9 ± 
2,92 лет. В данной группе больных было проведено исследование иммунологического статуса. 
Проведенное иммунологическое исследование подтвердило наличие хронизации иммунологиче-
ского воспаления у пациентов с ХОБЛ.
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в исследование не включались. Хронические со-
путствующие заболевания (гипертоническая бо-
лезнь, хронический пиелонефрит, кисты почек, 
печени, язвенная болезнь двенадцатиперстной 
кишки) на момент исследования были в стадии 
ремиссии.

Всем больным проведены клинические, им-
мунологические, инструментальные методы 
обследования. Диагноз ХОБЛ II–IV стадии по 
GOLD подтвержден спирометрически с помо-
щью аппарата MicroLoop (проводилось сследо-
вание функции внешнего дыхания с бронхоли-
тиком). Согласно GOLD, соотношение ОФВ1/
ФЖЕЛ постбронхолитическое у всех пациентов 
было равно или менее 0,70. Часть обследованных 
находилась в стадии персистирующего инфек-
ционного обострения ХОБЛ. Проводилось ис-
следование индуцированной мокроты. Группа 
условно здоровых лиц была сформирована вра-
чом-те ра пев том при проведении углубленного 
профилактического осмотра, который включал 
и консультацию врача ал лер го ло га-им му но ло-
га. В данную группу вошли 16 условно здоровых 
лиц, которые не имели на момент исследования 
в анамнезе острой и хронической патологии 
в течение трех месяцев до обследования.

Иммунологическое исследование перифе-
рической крови включало в себя определение 
общего количества лейкоцитов и развернутую 
лейкоцитарную формулу. Проводилось опреде-
ление субпопуляций лимфоцитов методом про-
точной цитометрии с использованием моно-
клональных антител: CD3, CD4, CD8, CD19, 
CD25, CD45, CD56, HLADR («Beckman Coulter», 
США) при помощи проточного цитометра 
«Navios» («Beckman Coulter», США). Для изуче-
ния функциональной активности нейтрофилов 
определяли лизосомальную активность. Ре-
зультаты оценивали методом люминисцентной 
микроскопии (использовали краситель акри-
дин оранжевый). Определение фагоцитоза, 
НСТ-теста проводилось с помощью цифровой 
микроскопии. Гуморальное звено (3 класса 
иммуноглобулинов –  IgA, IgM, IgG) опреде-
лялось методом иммуноферментного анализа 
с помощью ИФА-анализатора «PersonalLab» 
(Италия).

При статистической обработке данных ис-
пользовали ПО IBM SPSS Statistics, Version  19. 
Различия распределения величин между группа-
ми определяли с помощью U-критерия Манна-
Уитни. Различия между группами считали до-
стоверными при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Большинство пациентов из обследованных, 
наблюдались пульмонологом или участковым 
врачом по месту жительства. Всем пациентам 
была назначена базисная терапия ХОБЛ. Ан-
тибактериальная терапия проводилась по по-
казаниям, в соответствии с рекомендациями 
GOLD по лечению хронической обструктивной 
болезни легких. Большинство пациентов по-
лучали базисную терапию регулярно. Средний 
стаж заболевания составил 4,71 ± 1,10. Девять  
пациентов были в состоянии инфекционного 
обострения ХОБЛ, что подтверждено наличием 
повышенного числа лейкоцитов при исследова-
нии общего анализа мокроты. Инфекционная 
природа обострения ХОБЛ была доказана при 
бактериологическом исследовании индуциро-
ванной мокроты: выделялись золотистый ста-
филококк, альфа-гемолитический стрептококк 
в диагностически значимом титре.

По результатам ФВД преобладал обструк-
тивный тип нарушений (модифицированный 
индекс Тиффно составил 0,52±0,03; ОФВ1 был 
1,38±0,11 л –  46,69±4,14%) с преимущественной 
обструкцией на уровне средних бронхов и мел-
ких бронхов (МОС50 –  0,88±0,10 л; МОС75 –  
0,46±0,07 л соответственно).

Иммунологические исследования выявили 
изменения у больных с диагнозом ХОБЛ, кото-
рые отличались от иммунологических показате-
лей в группе здоровых.

При анализе полученных данных в перифери-
ческой крови было выявлено повышение уровня 
лейкоцитов 10,66±0,74*109/л со сдвигом лейко-
цитарной формулы влево. Отмечено достоверное 
снижение относительного числа лимфоцитов.

Также определялись изменения в субпопу-
ляционном составе лимфоцитов у пациентов 
с ХОБЛ. Отмечалась активация Т-клеточного 
звена, в виде достоверного повышения содер-
жания CD3%, CD4% в группе больных с ХОБЛ 
в сравнении с нормой p<0,05, а также выявлено 
достоверное снижение CD3+CD56+(%) – T-NK 
лимфоцитов в сравнении с нормой p<0,05.

При анализе работы фагоцитарного звена 
установлено достоверное повышение абсо-
лютного и относительного числа нейтрофилов 
(7,63±0,65 при норме 3,83±0,31 и 69,9±2,33% 
при норме 60,09±1,31% соответственно, p<0,05), 
достоверное повышение абсолютного количе-
ства моноцитов, p<0,05. Одновременно с этим 
установлено достоверное снижение активности 
индуцированного и спонтанного НСТ-тестов.
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Данные исследования подтвердили наличие 
воспалительного процесса на уровне клетки 
у больных с ДЗ: ХОБЛ. В то же время тенден-
ция к снижению показателей фагоцитоза –  ак-
тивности, интенсивности и уменьшению фаго-
цитарного числа нейтрофилов в данной группе 
больных в сравнении с группой здоровых, сви-
детельствует о недостаточности противоспали-
тельных механизмов и формированию хрониза-
ции воспалительного процесса, что, в конечном 
счете, приводит к созданию «порочного» кру-
га –  длительно персистирующему прогрессиро-
ванию заболевания. В итоге процесс принимает 
самоподдерживающий характер воспаления.

ВЫВОД

Проведенное иммунологическое исследова-
ние подтвердило наличие хронизации иммуно-

логического воспаления, переходящего в само-
поддерживающийся процесс.
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21 patients were diagnosed with stage II–IV COPD, the smoking experience was 36,9 ± 2,92 years. 
In this group of patients a study of immunological status was carried out. The immunological study con-
fi rmed the presence of chronic immunological infl ammation in patients with COPD.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время для базисной терапии 
болезни Крона (БК) применяют производные 
5-ами но са ли ци ловой кислоты (5-АСК), глю-
кокортикостероиды и др. фармакологические 
агенты, которые обладают широким спектром 
побочного действия и ограниченной переноси-
мостью при длительном применении, в связи 
с чем необходим поиск новых терапевтических 
подходов. В этом отношении интерес представ-
ляет куркумин в составе экстракта корневищ 
куркумы длинной (лат. Curcuma longa), облада-
ющий плейотропным действием, положитель-
ный эффект которого был описан при сахарном 
диабете I типа, ревматоидном артрите и других 
аутоиммунных и воспалительных заболева-
ниях [1, 2]. В патогенезе поражения слизистой 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ КУРКУМИНА 
В СОСТАВЕ РЕКТАЛЬНЫХ СУППОЗИТОРИЕВ 

НА КОНЦЕНТРАЦИЮ IgG И IgM В СЫВОРОТКЕ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ БОЛЕЗНИ КРОНА
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Применение противовоспалительных средств (5-аминосалициловой кислоты (5-АСК), глюко-
кортикоидов) и цитостатиков при болезни Крона (БК) ограничено широким спектром побочных 
эффектов и требует разработки новых терапевтических подходов. Целью настоящего исследова-
ния явилось изучение влияния ректальных суппозиториев оригинального состава с 80% спирто-
вым экстрактом куркумы на концентрацию в сыворотке IgG и IgM при экспериментальной БК. 
Рабoта выпoлнена на 70 белых крысах линии Wistar, БК моделировали ректальным введением 
раствора тринитробензолсульфоновой кислоты (ТНБС), экстракт куркумы в составе ректальных 
суппозиториев оригинального состава на основе полиэтиленгликоля применяли каждые 12 часов, 
в группе сравнения по той же схеме применяли ректальные суппозитории с 5-АСК. Концентра-
цию в сыворотке IgG и IgM определяли иммуноферментным методом с помощью специфических 
для крыс тест-систем на 3, 5 и 7 сутки эксперимента. Установлено, что при экспериментальной 
БК в сыворотке крыс увеличивается концентрация IgG и IgM на 3, 5 и 7 сутки эксперимента. 
Применение куркумы в составе ректальных суппозиториев при экспериментальной БК приводит 
к снижению концентрации IgG и IgM на 3 и 5 сутки наблюдения.

Ключевые слова: Болезнь Крона, Ig G, Ig M, куркума, ректальные суппозитории
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оболочки толстого кишечника при БК имеют 
значение IL-23-зависимая активация Th17-за-
ви симого иммунного ответа с последующим 
увеличением продукции гуморальных эффек-
торных факторов иммунитета, в особенности 
IgM и IgG, имеющих значение в повреждении 
стенки желудочно-кишечного тракта [3, 4].

Целью настоящего исследования явилось 
изучение влияния ректальных суппозиториев 
оригинального состава с 80% спиртовым экс-
трактом куркумы на концентрацию в сыворот-
ке IgG и IgM при экспериментальной БК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Рабoта выпoлнена на 70 белых крысах ли-
нии Wistar массой 240–260 г, случайным об-
разом разделенных на 4 группы: I (n=7) –  ин-
тактный контроль; II (n=21) –  животные с БК; 
III (n=21) – животные с БК в условиях при-
менения с периодичностью введения равной 
12 часам ректальных суппозиториев с 5-АСК; 
IV (n=21) – животные с БК в условиях примене-
ния каждые 12 часов ректальных суппозиториев 
на основе полиэтиленгликоля («Sigma-aldrich», 
Germany) с экстрактом корневища растения 
Curcuma Longa –  куркумином –  оригинального 
состава (тема охраноспособна). БК моделиро-
вали ректальным введением 100 мкл 3% рас-
твора тринитробензолсульфоновой кислоты 
(«Sigma-aldrich», Germany) [5, 6]. Исследования 
проводили на 3, 5 и 7 сутки от индукции БК. 
Концентрацию в сыворотке IgG и IgM опреде-
ляли с помощью специфических для крыс тест-
систем фирмы «ELISA Kit» (Китай) на авто-
матическом иммуноферментном анализаторе 
«Personal LAB» (Италия). Данные обрабатывали 
с помощью пакета программ «Statistica 10.0 for 
Windows». Отличия между группами считали 
статистически значимыми при p<0,05 с исполь-
зованием непараметрических критериев Крас-
кел ла-Уол ли са, Ман на-Уит ни, Вальда Вольфо-
витца, Кол могорова-Смирнова.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что при экспериментальной БК 
концентрация в сыворотке IgG возрастает на 3, 
5, 7 сутки наблюдения с максимумом на 5 сутки 
(34,11±6,32 г/л (3 сутки); 52,9±5,15 г/л (5 сутки); 
22,22±8,11 г/л (7 сутки); контроль 3,01±0,16 г/л; 
p<0,05), концентрация IgM в сыворотке возрас-
тает на 3, 5 и 7 сутки наблюдения с максимумом 
на 3 сутки (28,22±3,6 г/л (3 сутки); 20,81±1,58 г/л 

(5 сутки); 13,96±2,51 г/л (7 сутки); контроль 
10,9±0,73 г/л; p<0,05).

Применение базисной терапии –  ректальных 
суппозиториев с 5-АСК – при эксперименталь-
ной БК приводит к снижению концентрации 
в сыворотке IgG на 3, 5 и 7 сутки с максимальной 
выраженностью эффекта на 3 сутки наблюдения 
(6,14±0,23 г/л (3 сутки); 9,19±5,72 г/л (5 сутки); 
6,31±0,88 г/л (7 сутки); в качестве групп кон-
троля выступали показатели концентрации IgG 
при экспериментальной БК), концентрация 
IgM в сыворотке снижается на 5 и 7 сутки на-
блюдения с максимальной выраженностью эф-
фекта на 7 сутки эксперимента (15,87±3,85 г/л 
(3 сутки); 12,83±1,62 г/л (5 сутки); 11,22±1,5 г/л 
(7 сутки); в качестве групп контроля выступали 
показатели концентрации IgG при эксперимен-
тальной БК). Важно отметить, что концентра-
ция IgM достигает значений интактных живот-
ных на 7 сутки эксперимента.

Нами разработан состав и проведен комплекс 
фармакотехнологических исследований новой 
лекарственной формы с экстрактом корневищ 
Куркумы длинной – ректальных суппозито-
риев (тема охраноспособна, подана заявка на 
изобретение). Применение у крыс ректальных 
суппозиториев с экстрактом корневищ Курку-
мы длинной приводит к снижению концентра-
ции в сыворотке IgG на 3, 5 и 7 сутки наблю-
дения с максимальным эффектом на 5 сутки 
(7,27±1,61 г/л (3 сутки); 3,96±1,22 г/л (5 сутки); 
8,41±1,57 г/л (7 сутки); в качестве групп контро-
ля выступали показатели концентрации IgG при 
применении 5-АСК в ходе экспериментальной 
БК). Концентрация IgM в сыворотке снижается 
на 3, 5 и 7 сутки, с максимальным эффектом на 
5 сутки эксперимента (10,69±2,41 г/л (3 сутки); 
7,99±0,80 г/л (5 сутки); 10,89±0,72 г/л (7 сутки); 
в качестве групп контроля выступали показате-
ли концентрации IgG при применении 5-АСК 
в ходе экспериментальной БК).

Обнаруженные нами при экспериментальной 
БК изменения иммунного статуса подтверждают 
роль Th17-зависимых реакций с участием IgM, 
IgG, которые активируются IL-23. Активация 
Th-17 звена иммунного ответа с последующим 
синтезом и секрецией IgM, IgG, наряду с вы-
сокой концентрацией IL-17, который, помимо 
всего прочего, является мощным хемоаттрак-
тантом, стимулятором поглотительной и кил-
линговой активности нейтрофилов, моноцитов, 
макрофагов, в комплексе приводят к поврежде-
нию стенки кишечника, локальным и систем-
ным клиническим проявлениям при БК.
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Продемонстрированы известные противо-
воспалительные свойства 5-АСК при БК в со-
ставе ректальных суппозиториев за счет ин-
гибирования синтеза IL-23, что приводит 
к снижению синтеза свободных радикалов и ме-
таболитов арахидоновой кислоты (особенно 
лейкотриенов), тормозит миграцию и деструк-
тивные функции фагоцитов, а также сниже-
нию выраженности Th-17-зависимых реакций 
и продукции IgM, Ig G. Впервые установлены 
иммунотропные эффекты локального приме-
нения экстракта корневищ Куркумы длинной 
в составе ректальных суппозиториев при экспе-
риментальной БК в виде снижения концентра-
ции в сыворотке IgM и IgG, что свидетельствует 
об иммуномодулирующем действии куркуми-
на, сопоставимом с таковым при локальном 
введении 5-АСК. Полученные данные явля-
ются фрагментом комплексного исследования 
по доклиническому изучению эффективности 
и патогенетическому обоснованию локально-
го применения экстракта корневищ Куркумы 

длинной в составе ректальных суппозиториев 
при БК.

ВЫВОДЫ

1. При экспериментальной болезни Крона, 
индуцированной ректальным введением рас-
твора тринитробензолсульфоновой кислоты, 
в сыворотке крыс увеличивается концентрация 
IgG и IgM на 3, 5 и 7 сутки эксперимента. При-
менение при экспериментальной болезни Кро-
на 5-аминосалициловой кислоты в виде рек-
тальных суппозиториев приводит к снижению 
концентрации в сыворотке IgG на 3, 5 и 7 сутки 
наблюдения, а IgM –  на 3 и 7 сутки.

2. Применение при экспериментальной бо-
лезни Крона экстракта корневищ Куркумы 
длинной в составе ректальных суппозиториев 
оригинального состава ежедневно с интерва-
лом в 12 ч приводит к снижению концентрации 
в сыворотке IgG и IgM на 3, 5 и 7 сутки экспери-
мента, что сопоставимо с локальным примене-
нием 5-аминосалициловой кислоты.

Таблица. Содержание иммуноглобулинов в крови при экспериментальной БК и в условиях применения ректаль-
ных суппозиториев с куркумой (M±m)

Ig G, г/л Ig M, г/л

Группа 1 Интактные (n=7) 3,01±0,16 3,05
(3,02–3,22)

10,89±0,73 
10,89(8,85–11,69)

Группа 2а БК 3 сутки (n=7) 34,11±6,32 
34,11(34,11–41,17)*

28,22±3,61 
17,64(12,71–28,22)*

Группа 2b БК 5 сутки (n=7) 52,93±5,15 
52,93(46,66–56,07)*

20,81±1,58 
20,81(20,11–22,93)*

Группа 2c БК 7 сутки (n=7) 22,22±8,11 
22,22(10,15–36,46)*

13,96±2,51 
17,99(13,96–21,87)*

Группа 3a БК+5-АСК 3 сутки (n=7) 6,14±0,23 
6,66(6,14–6,92)#

15,87±3,85 
15,87(11,61–26,81)#

Группа 3b БК+5-АСК 5 сутки (n=7) 9,19±5,72 
9,19(8,23–9,54)$

12,83±1,62 
12,83(7,06–13,41)$

Группа 3c БК+5-АСК 7 сутки (n=7) 6,31±0,88 
6,31(5,61–7,27)&

11,22±1,51 
11,22(6,73–11,82)&

Группа 4a БК+ККМ 3 сутки (n=7) 7,27±1,61 
7,27(2,84–7,88)#

10,69±2,41 
10,69(9,11–11,95)#

Группа 4b БК+ККМ 5 сутки (n=7) 3,96±1,22 
3,96(2,94–7,27)$

7,99±0,81 
7,99(7,01–8,71)$

Группа 4c БК+ККМ 7 сутки (n=7) 8,41±1,57 
5,26(3,37–8,41)&

10,89±0,72 
10,89(10,43–11,29)&

Примечание: *Статистически значимые различия (p<0,05) с группой интактных животных; #Статистически значимые 
различия (p<0,05) с группой БК на 3 сутки; $Статистически значимые различия (p<0,05) с группой БК 5 сутки; &Стати-
стически значимые различия (p<0,05) с группой БК на 7 сутки.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

1238 М. В. Осиков и др.

COMPARATIVE ANALYSIS OF THE INFLUENCE OF RECTAL SUPPOSITORIA 
WITH CUCRUMIN ON THE CONCENTRATION OF IgG AND IgM IN BLOOD 

SERUM IN EXPERIMENTAL CROHN’S DISEASE
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The use of anti-infl ammatory drugs (5-aminosalicylic acid (5-ASA), glucocorticoids) for Crohn’s 
disease (CD) as a basic therapy is limited to a wide range of side eff ects and requires the search of new 
therapeutic approaches. The aim of the work is to study the eff ect of rectal suppositories of the original 
composition with 80% spirituous extract of curcumin on the serum concentration of IgG and IgM in ex-
perimental CD. The work was performed on 70 Wistar white rats, CD was modeled by rectal administra-
tion of 100 μl of a 3% solution of trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS), the extract of curcumin in rectal 
suppositories of the original composition based on polyethylene glycol was used every 12 hours, in the 
comparison group rectal suppositoria with 5-ASC were used every 12 hours also. The serum concentra-
tion of IgG and IgM was determined using specifi c test systems for rats on an immunoassay analyzer on 
3, 5 and 7 days of the experiment. It was determined that in experimental TNBS-induced Crohn’s disease 
in the serum of rats, the concentration of IgG and IgM increases on days 3, 5 and 7 of the experiment. 
The use of curcumin extract in rectal suppositories of the original composition in experimental CD leads 
to a decrease in the concentration of IgG and IgM on days 3 and 5 of observation.
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ВВЕДЕНИЕ

Синдром Ди-Джорджи является первичным 
иммунодефицитом из группы САТСН 22. Син-
дромы САТСН 22 (Cardiac defects, Abnormal fa-
cies, Thymic hypoplasia, Cleft palate, Hypocalcemia, 
del 22) –  заболевания, связанные с хромосомны-
ми аномалиями, затрагивающими 22 хромосому, 
и проявляющиеся врожденными пороками раз-
вития. Наиболее часто при этих заболеваниях на-

блюдается делеция района q11.2 длинного плеча 
22 хромосомы, возможны транслокации между 
участками 21 и 22 хромосом, транслокации 22р 
на 22q [1]. Фенотип синдрома Ди Джорджи также 
выявляется у больных с делецией 10p13-14, алко-
гольной и других фетопатиях. Частота САТСН-
син д ро мов составляет 1:3000–6000 [2]. Помимо 
синдрома Ди Джорджи, в группу САТСН входят: 
синдром конотрункальных и лицевых аномалий 
и велокардиофациальный синдром. При коно-
трункальном и велокардиофациальном синдро-
мах иммунологические нарушения отсутствуют 
или слабо выражены [1].

Клиническими проявлениями синдрома Ди-
Джорджи являются: пороки сердца и крупных 
сосудов, гипоплазия паращитовидных желез, 
дефицит паратгормона, гипокальциемия, судо-
роги, аплазия и гипоплазия тимуса, иммуноло-
гические нарушения, дефицит СТГ, аномалии 
лицевого скелета, строения гортани, глотки, 
трахеи, внутреннего уха, пищевода, зубов, по-
роки развития почек, аномалии ЖКТ и ЦНС, 

КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ 
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Обследовано 34 ребенка и 3 взрослых больных с синдромом Ди Джорджи. У 33 из 34 детей вы-
явлена микроделеция del22q11.2. У 30 обследованных детей диагностирован врожденный порок 
сердца, у 12 из них –  в сочетании с другими пороками, у всех детей отмечался лицевой дисмор-
физм. У детей младшего возраста в большей степени была выражена задержка физического и ре-
чевого развития. У всех детей были выявлены признаки нарушения противоинфекционной защи-
ты: наблюдались острые и хронические процессы вирусно-бактериальной этиологии различной 
локализации. Летальные исходы констатированы у четырех детей: у троих –  от генерализованного 
инфекционного процесса, у одного –  от гипокальциемического криза. При оценке субпопуляци-
онного состава лимфоцитов периферической крови, снижение абсолютного количества Т-клеток, 
Т-хелперов и цитотоксических Т-клеток наблюдалось у 59–68% детей. Снижение количества В-
лимфоцитов и натуральных киллеров выявлялось реже: у 26% и 15% больных, соответственно.
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задержка речевого и моторного развития, син-
дром гиперактивности, шизофрения [3, 4, 5].

При синдроме Ди-Джорджи иммунологиче-
ские дефекты варьируют от полной аплазии ти-
муса с тяжелым инфекционным синдромом до 
практически нормальной функции иммунной си-
стемы. При наличии выраженного Т-кле точ но го 
дефицита возможны аутоиммунные и онкологи-
ческие заболевания. При вовлечении иммунной 
системы чаще наблюдается снижение количества 
Т-лим фо ци тов и их пролиферативной активно-
сти. Количество В-лим фо ци тов и натуральных 
киллеров обычно в норме. Концентрация сыво-
роточных Ig чаще нормальная, но у некоторых 
больных наблюдается селективный дефицит IgA, 
гипо- или агаммаглобулинемия [1].

Целью настоящей работы явилось клиниче-
ское, молекулярно-биологическое и иммуноло-
гическое обследование группы пациентов с син-
дромом Ди-Джорджи.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследованы 37 пациентов с синдромом Ди 
Джорджи в возрасте от 1 мес. до 36 лет. Все па-
циенты наблюдаются в отделении клинической 
иммунологии ГАУЗ СО «Областная детская 
клиническая больница» (ОДКБ). Проводился 
сбор анамнеза, в том числе – семейного, осмотр 
пациентов.

Молекулярно-генетические исследования 
проводили в лаборатории молекулярной диа-
гностики ГБУЗ СО Клинико-диагности чес кий 
центр «Охрана здоровья матери и ребенка». Ге-
номную ДНК из сухих пятен крови и образцов 
цельной крови выделяли автоматическим ме-
тодом на станции MagNa Pure LC2.0 (Roche, 
США). В работе использовали коммерческий 
набор MagNa Pure LC DNA Isolation Kit I (Roche, 
США) и протокол выделения DNA I Blood Cells 
High Performance protocol. Объем образцов для 
экстракции ДНК составил 200 мкл цельной 
крови, взятой в вакуумные пробирки (Sarstedt, 
Германия) с К3-ЭДТА или 2 стандартных су-
хих пятна крови с фильтровальной карточки, 
которые выбивались в пробирку «Эппендорф» 
ручным пробойником. Анализ критического 
участка 22q11 хромосомы 22 у детей с подозре-
нием на синдром Ди Джорджи проводили мето-
дом мультиплексной лигазной амплификации 
проб (MLPA). Использован коммерческий на-
бор SALSA MLPA probemix P250-B2 DiGeorge 
(MRC-Holland, The Netherlands), который со-
держит 48 различных MLPA-зондов, 29 из кото-

рых локализованы в хромосомном районе 22q11. 
Анализ образцов проводили согласно инструк-
ции фир мы-про из во ди теля (MRC-Holland) на 
генетическом анализаторе Applied Biosystems 
3500 (США). Полученные данные обрабатыва-
ли с помощью программного обеспечения Cof-
falyser (MRC-Holland).

Иммунологическое обследование проводи-
лось в клинико-диагностической лаборатории 
ОДКБ. Кровь забирали в вакуумные пробир-
ки (Sarstedt, Германия) с гепарином. Методом 
проточной цитометрии на проточном цитоф-
люориметре Navios (Beckman Coulter, США) 
с использованием моноклональных антител 
(Beckman Coulter, США) подсчитывали общее 
количество Т-лим фо ци тов (СD3+), количество 
Т-хел пе ров (CD3+CD4+) и цитотоксических 
Т-кле ток (CD3+CD8+), натуральных киллеров 
(CD3–CD16/56+), В-лимфоцитов (СD19+). Под-
счет абсолютного количества клеток проводил-
ся с применением счетных частиц Flow-Count 
(Beckman Coulter, США). Полученные данные 
обрабатывали с помощью программного обеспе-
чения Navios Software (Beckman Coulter, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В отделении клинической иммунологии 
ОДКБ наблюдается 37 пациентов с синдромом 
Ди Джорджи, из них 34 ребенка и 3 взрослых. 
У большинства детей – 18 человек, диагноз был 
поставлен в возрасте до 6 мес., у 11 детей –  в воз-
расте с 2 до 7 лет, у 8 пациентов –  в возрасте 
9–16 лет, взрослые являются родителями наших 
детей и были обследованы в возрасте 27–33 года 
(2 женщины, 1 мужчина). Нами наблюдаются 
три семьи, при этом в двух из них по два ребен-
ка с синдромом Ди Джорджи. У всех взрослых 
определялись фенотипические признаки син-
дрома Ди Джорджи, но только у мужчины диа-
гностирован врожденный порок сердца.

При молекулярно-генетическом обследова-
нии у 33 из 34 пациентов детского возраста была 
выявлена микроделеция del22q11.2 (Таб. 1). Еще 
в одном случае диагноз был основан на совокуп-
ности фенотипических проявлений и пороков 
развития: врожденный порок сердца, расще-
лина твердого неба и трудности в обучении. 
Возраст выявления микроделеции del22q11.2 
у детей варьировал от 0,5 мес до 15 лет, медиана 
возраста составила 29,5 месяцев. В исследова-
нии встречались пациенты, которым правиль-
ный диагноз был установлен еще до рождения 
(семья отказалась от пренатальной диагности-
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ки), или только через несколько лет после про-
веденного генетического исследования (отказ 
от взаимодействия с врачами). При проведении 
генетического исследования у родителей па-
циентов с del22q11.2 (n=13, 7 семей) у 3 взрос-
лых обнаружены делеции в области региона Ди 
Джорджи, идентичные делеции, выявленной 
у их детей.

У 30 обследованных детей диагностирован 
врожденный порок сердца (Таб. 1), преимуще-
ственно: перерыв дуги аорты, тетрада Фалло, 
дефект межжелудочковой перегородки, дефект 
межпредсердной перегородки, у 22 детей прове-
дены корректирующие операции. У 4 детей по-
роки сердца и сосудов не выявлены. Сочетание 
врожденного порока сердца с другими порока-
ми диагностировано у 12 детей (Таб. 1). В боль-
шинстве случаев (5 детей), –  это пороки опор-
но-дви га тель ного аппарата в виде врожденной 
косолапости, серповидной деформации стоп, 
синдактилии. Пороки развития почек в виде 
гипоплазии и дистопии почек, гипоспадии вы-
явлены у 4 пациентов, порок развития головно-
го мозга – у 1 ребенка, трахеомаляция главного 
бронха – у 1 пациента.

У всех детей отмечался лицевой дисморфизм 
(Таб. 1) – монголоидный разрез глаз, широкая 
переносица, низкопосаженные уши, микрогно-
тия. Поражение носоглоточного аппарата выяв-
лено у 13 больных, из них расщелины твердого 
и мягкого неба у 7 человек, тугоухость у 6 детей. 
У детей младшего возраста в большей степени 
была выражена задержка физического и рече-
вого развития.

У всех детей были выявлены признаки нару-
шения противоинфекционной защиты (Таб. 1): 
наблюдались острые и хронические процессы 
ви рус но-бактериальной этиологии различной 
локализации. Генерализованные бактериальные 
инфекции были характерны для детей раннего 
возраста в послеоперационном периоде кор-
рекции врожденного порока сердца, при этом 
требовалось назначение антибактериальной, 
противогрибковой и иммунотропной терапии. 
У детей до 3-х лет ведущее место в структуре за-
болеваемости занимали заболевания респира-
торного тракта в виде повторных пневмоний, 
рецидивирующих бронхитов, риносинуситов. 
Дети школьного возраста болели редкими ре-
спираторными вирусными инфекциями, как 

Таблица 1. Клинико-диагностические параметры у детей с синдромом Ди Джорджи (n=34)

Исследованный параметр Количество детей 
с данным признаком

%

Наличие врожденного порока сердца 30 88

Сочетание врожденного порока сердца с другими пороками 12 35

Лицевой дисморфизм 34 100

Поражение носоглоточного аппарата 13 38

Нарушения противоинфекционной защиты 34 100

Гипокальциемия 9 26

Летальный исход 4 12

Наличие микроделеции del22q11.2 33 97

Снижение абсолютного количества Т-лимфоцитов (CD3+) по сравнению 
с возрастной нормой [11] 23 68

Снижение абсолютного количества Т-хелперов (CD3+CD4+) по сравнению 
с возрастной нормой [11] 22 65

Снижение абсолютного количества цитотоксических Т-клеток (CD3+CD8+) 
по сравнению с возрастной нормой [11] 20 59

Снижение абсолютного количества натуральных киллеров (CD3–CD16/56+) 
по сравнению с возрастной нормой [11] 5 15

Снижение абсолютного количества В-лимфоцитов (CD19+) по сравнению 
с возрастной нормой [11] 9 26
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правило, не требовавшими назначения антибак-
териальной терапии. Гипокальциемия диагно-
стирована у 9 детей (Таб. 1), при этом судороги 
отмечались у 3 детей. Летальные исходы конста-
тированы у 4 детей: у 3 детей в раннем возрасте 
от генерализованного инфекционного процесса, 
у 1 ребенка –  от гипокальциемического криза.

При оценке субпопуляционного состава лим-
фоцитов периферической крови, снижение аб-
солютного количества Т-кле ток, Т-хел пе ров 
и цитотоксических Т-кле ток наблюдалось у двух 
третей обследованной группы детей (Таб. 1). 
Снижение количества В-лим фо ци тов и нату-
ральных киллеров выявлялось реже: лишь у 20% 
и 15% больных, соответственно. При этом, наи-
большее число нарушений численности субпо-
пуляций лимфоцитов зафиксировано у детей 
в возрасте до 1 года.

ОБСУЖДЕНИЕ

В целом, можно отметить, что у всех обследо-
ванных нами пациентов клинические проявления 
заболевания укладывались в классический симп-
томокомплекс синдрома Ди Джорджи [3, 4, 5]. 
Наиболее частыми признаками были лицевой 
дисморфизм и нарушения противоинфекцион-
ной защиты, которые наблюдались у всех паци-
ентов детского возраста. Один из обследованных 
детей не имел делеции 22q11.2, однако фенотип 
синдрома Ди Джорджи могут иметь больные 
с делециями 10p13, 18q21.33, 4q21.3-q25 [6].

У подавляющего большинства обследован-
ных нами детей выявлены врожденные пороки 
сердца. Считается, что данная патология явля-
ется основной причиной смертности при син-
дромах делеции 22q11.2 [7]. Однако, среди детей 
в наблюдаемой нами группе в качестве причин 
летальности выступили инфекционный син-
дром и электролитные нарушения. При этом, 
более двух третей детей с пороками сердца были 
прооперированы. Это свидетельствует о своев-
ременной диагностике и коррекции данной па-
тологии.

У детей младшего возраста в обследованной 
нами группе более ярко проявлялась задержка 
физического и речевого развития, чем у более 
старших детей. Когнитивные нарушения, за-
держка психического развития и, как следствие, 
трудности в обучении часто определяются у де-
тей школьного возраста с синдромом Ди Джор-
джи [8, 9].

Для синдрома Ди Джорджи характерно сни-
жение как общего количества Т-лимфоцитов, 

так и их субпопуляций: Т-хелперов и цитоток-
сических Т-клеток, в большей степени эти из-
менения затрагивают наивные лимфоциты [10]. 
У двух третей обследованной нами группы на-
блюдалось снижение численности вышепере-
численных клеток по сравнению с возрастной 
нормой [11]. Считается, что у больных с редуци-
рованным количеством Т-лимфоцитов и Т-хел-
пе ров повышен риск развития аутоиммунных 
заболеваний [12]. Однако у обследованных нами 
пациентов аутоиммунные проявления отсутство-
вали. Количество В-лимфоцитов было снижено 
только у четверти больных, натуральных килле-
ров –  у 15% пациентов. По литературным данным, 
численность последних двух популяций при син-
дроме Ди Джорджи чаще сохраняется в пределах 
возрастных нормативных значений [1].

Таким образом, учитывая широкую гетеро-
генность наблюдаемых клинических проявлений 
синдрома Ди Джорджи, представляется важным 
дальнейшее накопление знаний о данном забо-
левании, с целью его более раннего распозна-
вания у пациентов с «мягким» фенотипом. При 
этом возрастает роль сбора семейного анамнеза 
и своевременного проведения молекуляр но-ге-
не тической верификации, а также раннего на-
значения терапии для существенного улучшения 
качества жизни и социальной адаптации паци-
ентов с синдромом Ди Джорджи.
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Cases of children (n=34) and adults (n=3) with DiGeorge syndrome were investigated. In 33 of 34 
children 22q11.2 deletion was revealed. In 30 children a cardiac malformation was diagnosed, in 12 cas-
es –  in combination with other congenital malformations, all children had face dysmorphisms. Young 
children had more severe physical and speech development delay. All children showed signs of anti-
infectious protection disorders: acute and chronic viral and bacterial infections of diff erent localization. 
Lethal outcomes were observed in four children: three of them –  because of sepsis, one –  because of hy-
pocalcemic crisis. The decreased level of the T-cells, T-helpers and cytotoxic T-cells absolute count in 
peripheral blood was observed in 59–68% of children. The decreased count of B-lymphocytes and natu-
ral killers was detected less frequently: in 26% and 15% of patients, respectively.
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ВВЕДЕНИЕ

Цитокины (ЦК) участвуют во всех реакциях 
иммунной системы и регулируют функциониро-
вание всех иммунокомпетентных клеток [1]. Роль 
этих белков чрезвычайно высока как в физиоло-
гических условиях, так и при развитии различ-
ных патологических процессов, особенно –  свя-
занных с воспалением. Причем, в ряде случаев, 
возникновение патологии обусловлено именно 
нарушением цитокинового баланса [2, 3]. При 
чрезмерной выработке провоспалительных ЦК 
могут возникать аутовоспалительные заболева-
ния [4].

Одним из наиболее распространенных среди 
детского населения аутоиммунно-ауто вос па-
ли тель ных заболеваний соединительной ткани 
является ювенильный идиопатический артрит 
(ЮИА) [5, 6]. Это разнородная группа заболева-
ний, включающая в себя несколько вариантов, 
различающихся по патогенетическим особенно-
стям и симптоматике [5]. Близкими к ЮИА по 
клиническим проявлениям заболеваниями яв-
ляются реактивные артропатии, развивающие-
ся в ответ на внесуставную инфекцию. Особую 
сложность для диагностики представляет группа 
неуточненных реактивных артропатий (нРеА), 
выделяемых в МКБ-10 при отсутствии хроноло-
гической связи артрита и инфекционного про-
цесса [5].

При всех вариантах течения ЮИА, а также 
при артритах любой другой этиологии, разви-
вается воспалительный процесс в суставах, не-
сомненное участие в котором принимают раз-
личные ЦК. При этом, данные разных авторов 
относительно концентрации ЦК в сыворотке 
крови при ЮИА существенно отличаются друг 
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от друга [7, 8, 9]. Отчасти это может быть обу-
словлено сложностями измерения цитокинов 
в сыворотке крови, связанными с коротким вре-
менем жизни этих белков. Одним из подходов, 
позволяющих преодолеть указанный недоста-
ток, является исследование продукции ЦК клет-
ками периферической крови, культивируемых 
in vitro, в том числе – при добавлении различных 
стимуляторов [1].

В качестве стимуляторов при исследовании 
ЦК часто используют растительные митогены: 
фитогемагглютинин, конканавалин А, митоген 
лаконоса [1]. Однако возможно использование 
других стимуляторов, например, целенаправлен-
ное воздействие на клеточные рецепторы. Сти-
муляция Т-клеточного рецептора (ТКР) антите-
лами к CD3 активирует клетки и, по некоторым 
представлениям, имитирует контакт Т-лим фо-
ци тов с аутоантигенами и «фоновую» стиму-
ляцию, необходимую для поддержания пери-
ферической толерантности. Комбинированная 
стимуляция антителами к CD3 и к корецептор-
ной молекуле CD28 моделирует ситуацию кон-
такта наивных Т-лим фо ци тов с чужеродными 
антигенами, представленными антигенпрезен-
тирующими клетками [10]. На изолированную 
стимуляцию через ТКР в большей степени спо-
собны отвечать активированные Т-лим фо ци ты, 
что подтверждается потерей ими способности 
экспрессировать CD28 [11].

Целью работы явилась оценка концентрации 
IL-17 и IFNγ в супернатантах клеточных куль-
тур у детей с ювенильным идиопатическим ар-
тритом и неуточненной реактивной артропати-
ей при стимуляции антителами к CD3 и к CD3/
CD28 в сравнении со здоровыми детьми.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследованы дети в возрасте от 2 до 17 лет 
с ювенильным идиопатическим артритом (ЮИА, 
n=100), с недифференцированной реактивной 
артропатией (нРеА, n=15), условно здоровые 
дети без признаков аутоиммунных и аллерги-
ческих заболеваний (контроль, n=31). Средний 
возраст в группах составил 8,4; 9,0 и 8,7 лет, со-
ответственно. Диагноз ЮИА устанавливался на 
основании критериев ILAR (Международной 
лиги ревматологических ассоциаций второго 
пересмотра в Edmonton, 2001), диагноз нРеА –  
в соответствии с диагностическими критериями, 
принятыми на Международном совещании по 
Реактивным артритам в Берлине в 1996 г. Все дети 
были серонегативны по ревматоидному фактору. 

Группу с ЮИА составили дети с различными его 
вариантами: олигоартикулярный вариант (n=52); 
полиартикулярный вариант (n=21); системный 
вариант (n=9); артрит, ассоциированный с энте-
зитом (n=17). На момент обследования все дети 
не имели острых или хронических инфекцион-
ных заболеваний. Больные с ЮИА и нРеА по-
лучали патогенетическую и симптоматическую 
терапию в соответствии с существующими стан-
дартами лечения.

Для определения уровня цитокинов кровь 
забиралась в вакуумные гепаринизированные 
пробирки. Образцы крови разводили глута-
минсодержащей средой RPMI-1640 (ПанЭко, 
Россия), в соотношении 1:9, готовили серию из 
3 образцов с конечным объемом 500 мкл: кон-
трольный образец без стимулятора; образец, 
стимулированный агонистическими антителами 
к CD3 (аCD3, Биокон, Россия), в конечной кон-
центрации 2 мкг/мл; образец, стимулированный 
агонистическими антителами к CD3 (Биокон, 
Россия), в конечной концентрации 2 мкг/мл 
и агонистическими антителами к CD28 в конеч-
ной концентрации 0,8 мкг/мл (аCD28, Beckman 
Coulter, США). Образцы инкубировали в тече-
ние 24 часов (37 °C, 5% СО2). После инкубации 
разведенную кровь центрифугировали 10 мин. 
при 1500 об/мин и отбирали по 400 мкл суперна-
тантов. Определение концентрации IL-17 и IFNγ 
в супернатантах клеточных культур проводилось 
методом ИФА (Вектор-Бест, Россия). Статисти-
ческая обработка выполнена с использованием 
непараметрического критерия Манна-Уитни 
в рамках программного обеспечения Statistica 
для Windows (версия 6.0) и Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При исследовании спонтанной и стимули-
рованной продукции цитокинов у детей с раз-
личными вариантами ЮИА не было выявлено 
различий между группами. На этом основании, 
дальнейшие исследования проводились в объе-
диненной группе пациентов с ЮИА.

Спонтанный синтез IL-17 и IFNγ клетками 
крови, как больных, так и здоровых детей был 
невелик (Таб. 1). При этом концентрация IL-17 
у всех пациентов была практически нулевой 
и не различалась между группами. Спонтанная 
концентрация IFNγ у детей с артритами была 
существенно выше, чем у здоровых детей. Изо-
лированная стимуляция через ТКР и сочетанная 
(через ТКР и корецептор CD28), во всех случа-
ях приводила к значительной активации выра-
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ботки ЦК Т-лимфоцитами по сравнению с со-
ответствующим спонтанным уровнем (p<0,01). 
Однако уровень такой активации в исследован-
ных группах был различен (Таб. 1). Концентра-
ция IL-17 в супернатантах клеточных культур 
при обоих вариантах стимуляции у детей с ар-
тритами различной этиологии была выше, чем 
у здоровых детей. Стимулированный синтез 
IFNγ у больных с ЮИА и нРеА, напротив, был 
менее интенсивным, чем в контрольной группе. 
Между группами с артритами различия не вы-
явлены ни по одному из параметров.

ОБСУЖДЕНИЕ

Увеличение выработки IL-17 и IFNγ в ответ на 
различные варианты стимуляции Т-клеточного 
рецептора, является закономерным, т. к. оба ис-
следованных цитокина, в основном, продуциру-
ются Т-лим фо ци та ми. Синтез ИФНγ осущест-
вляют преимущественно Т-хел пе ры 1-го типа, 
этот цитокин активирует макрофаги, нейтрофи-
лы и натуральные киллеры, влияет на дифферен-
цировку Т- и В-лим фо ци тов, усиливает цитоток-
сическое действие Т-лим фо ци тов и натуральных 
киллеров [1]. IL-17 синтезируется Т-хел пе ра ми 
17 типа, участвует в развитии ранней стадии вос-
паления, стимулирует фибробласты; продукцию 
различных провоспалительных ЦК: IL-1, IL-6, 
IL-8, TNF-α; синтез металлопротеиназ и других 
ферментов [1, 12].

IL-17 играет роль в развитии воспалительного 
процесса в синовиальной оболочке [13, 14]. У де-
тей с ЮИА уровни IL-17 в сыворотке крови были 
значительно выше, чем у здоровых детей [15]. 
Имеются данные, что у больных с ЮИА [16] уро-
вень сывороточного IL-17 коррелировал с кли-
ническими параметрами активности заболева-

ния. Данные о роли IFNγ в развитии синовита 
достаточно противоречивы. С одной стороны, 
внесение этого цитокина в смешанную культуру 
Т-кле ток и моноцитов пациентов с ревматоид-
ным артритом приводило к стимуляции синтеза 
TNF-α [17]. С другой стороны, IFNγ способен 
снижать продукцию IL-1, матриксных металло-
протеиназ и пролиферацию синовиоциотов при 
ревматоидном артрите [18].

Обращает на себя внимание, что выработка 
IL-17 у пациентов с артритами при обоих вари-
антах стимуляции была выше, чем у клиниче-
ски здоровых детей, а синтез IFNγ, напротив, –  
ниже. Возможно, это свидетельствует о большей 
патогенетической значимости IL-17 для разви-
тия воспалительных заболеваний суставов. Как 
уже говорилось выше, IFNγ способен подавлять 
некоторые воспалительные иммунологические 
реакции при артрите. Возможно, его сниженная 
при стимуляции выработка in vitro отражает де-
фицит этого цитокина в условиях in vivo.

Другим дополнительным фактором, обуслав-
ливающим более низкий уровень стимулирован-
ной выработки IFNγ у детей с ЮИА и нРеА, мо-
жет быть истощение функциональных резервов 
кле ток-про ду цен тов в условиях хронического 
воспаления и постоянной активации. Особенно, 
если учесть, что спонтанный уровень этого ЦК 
был повышен в обеих группах с артритами. В на-
ших более ранних работах было установлено, 
что увеличение количества Т-лим фо ци тов, экс-
прессировавших ранние активационные марке-
ры CD25, CD38 и CD69, у больных с ЮИА было 
существенно слабее, чем у здоровых детей, как 
в ответ на индукцию фитогемагглютинином, так 
и на индукцию антителами к CD3 и CD28 [19, 20]. 
Соответственно, снижение резервных возмож-

Таблица 1. Концентрация IL-17 и IFNγ в супернатантах культур цельной крови у детей с артритами различной 
этиологии и у здоровых детей.

ЦК Условия инкубации Группа
Контроль ЮИА нРеА

IL-17
Без стимулятора 0,0 (0,0–0,0) 0,0 (0,0–0,6) 0,0 (0,0–0,25)
aCD3 10,0 (1,0–16,5) 17,0 (5,0–34,0)*** 26,0 (9,0–44,5)**
aCD3/aCD28 4,0 (1,5–14,0) 18,0 (5,0–38,0)*** 29,5 (12,0–39,5)***

IFNγ
Без стимулятора 0,0 (0,0–4,0) 1,0 (0,0–47,0)* 10,0 (0,0–46,0)*
aCD3 1075,0 (187,0–1561,0) 136,0 (92,0–274,0)*** 134,0 (60,0–197,0)***
aCD3/aCD28 926,0 (351,0–1591,0) 197,0 (116,0–402,0)*** 170,0 (83,0–252,0)***

Примечание: Данные представлены в виде: Медиана (Нижняя квартиль –  Верхняя квартиль); различия с контролем: 
* –  p<0,05; ** –  p<0,01; *** –  p<0,001
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ностей лимфоцитов может проявляться как «де-
фицит активации» в ответ на стимуляцию и за-
трагивать разные аспекты функционирования 
клеток: синтез цитокинов, экспрессию актива-
ционных молекул и т. д. Кроме того, нами ранее 
выявлено, что при стимуляции фитогемагглю-
тинином синтез IFNγ у детей с артритами также 
был ниже, чем в контрольной группе, при этом 
стимулированные концентрации IL-17 в иссле-
дованных группах не различались [21]. Соответ-
ственно, стимуляция позволяет выявить особен-
ности продукции ЦК, которые не проявляются 
при исследовании их спонтанного синтеза. При-
чем, клетки крови здоровых и больных детей по 
разному отвечают на разные стимуляторы.

Таким образом, у детей с артритами различ-
ной этиологии спонтанный уровень IFNγ был 
выше, чем в контроле, а при стимуляции через 
Т-кле точ ный рецептор и корецептор CD28, на-
против, – ниже. Спонтанная продукция IL-17 
у больных с ЮИА и нРеА не отличалась от та-
ковой у здоровых детей, в условиях стимуляции 
синтез этого цитокина в группах с артритами 
был выше, чем в контроле. Учитывая этот факт, 
а также результаты наших ранее опубликованных 
работ, можно заключить, что воздействие сти-
муляторов in vitro позволяет выявлять различия 
в реактивности иммунокомпетентных клеток 
больных и здоровых, что может способствовать 
более углубленному пониманию особенностей 
функционирования иммунной системы при раз-
личных заболеваниях.

Авторы искренне благодарят врачей Област-
ной детской клинической больницы (г. Екате-
ринбург) Козлову Е. С. и Скоробогатову О. В. за 
подбор пациентов для исследования.
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ВВЕДЕНИЕ

С позиции иммунологии репродукции, бере-
менность представляет собой физиологически 
обусловленное состояние толерантности иммун-
ной системы матери к генетически чужеродному 
плоду. Иммунная толерантность основана на со-
гласованных действиях гормонов и цитокинов, 
а также взаимодействие между врожденными 
и адаптивными иммунными клетками [1]. Тра-
диционно большинство исследований, изучаю-
щих присутствие и действие иммунных клеток 
в плаценте, касались врожденных иммунных эф-
фекторных клеток, таких как децидуальные NK-
клет ки (dNK), макрофаги, дендритные клет-
ки или более поздние регуляторные Т-клетки 
(Treg) [2, 3]. Новые данные показывают, что ней-
трофилы также играют важную роль в поддержа-
нии нормальной беременности. Однако данные 
разных авторов весьма противоречивы. Соглас-
но одним авторам, функциональная активность 
нейтрофилов при беременности снижена [4], 
в частности, снижена способность нейтрофилов 
к хемотаксису. Это снижение рассматривается 

УЧАСТИЕ ПЛАЗМЫ БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН 
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авторами как часть материнской иммуносупрес-
сии, которая имеет важное значение для защиты 
полуаллогенного плода. Однако другие авторы 
утверждают, что функциональная активность 
нейтрофилов при беременности, наоборот, воз-
растает [5, 6, 7, 8]. В. И. Цир кин с соавт. также 
установили, что физиологически протекаю-
щая беременность связана с фенотипическими 
и метаболическими изменениями гранулоцитов 
и моноцитов, которые подобны тем, что возни-
кают при инфекции, но менее выражены. Все 
эти исследования подтверждают представление 
ряда авторов о том, что при физиологической 
беременности активность врожденного (неспец-
ифического) иммунитета возрастает и тем самым 
повышает устойчивость матери и плода к возбу-
дителям инфекции и беременность рассматри-
вается как своеобразное системное воспаление, 
в котором нейтрофилы играют одно из ведущих 
мест [5, 6, 7, 8].

С наступлением беременности естественным 
изменениям подвергается и система гемостаза, 
при котором происходит увеличение уровня 
большинства факторов свертывания, снижения 
количества естественных антикоагулянтов и ин-
гибирование фибринолиза [9]. При этом повы-
шается уровень факторов XII, X, IX, VIII, V, VII, 
фактор Виллебарнда, фибриноген [10]. Фибри-
нолитическая способность снижается во время 
беременности, главным образом, из-за замет-
но повышенного уровня ингибитора активато-
ра плаз ми но ге на-1 (PAI-1) из эндотелиальных 
клеток и ин ги би то ра-ак ти ва то ра плазминоге-
на-2 (PAI-2) из плаценты [11]. Также проис-
ходит повышение функциональной активности 
тромбоцитов при некотором снижении их коли-
чества [9]. Эти изменения увеличиваются с про-
грессированием беременности и носят ком пен-
са тор но-при спо со би тель ный характер. Баланс 
между прокоагулянтным и антикоагулянтным 
звеньями гемостаза играет важную роль для 
имплантации и развития формирующейся пла-
центы. Однако, низкое давление и замедленная 
скорость кровотока, характерные для плацен-
тарной циркуляции, в сочетании с гиперкоа-
гуляцией при беременности создает условия, 
предрасполагающие к тромбозу [12]. В связи 
с этим перед исследователями и практическими 
врачами встает необходимость изучения меха-
низмов, при которых происходит нарушение 
баланса системы гемостаза и какие воздействия 
являются ключевыми для инициации каскада 
свертывания крови.

Исследования последних лет говорят о значи-
тельном участии нейтрофилов в нарушении в си-
стеме гемостаза, в том числе и при осложнениях, 
возникающих при беременности [13, 14]. В част-
ности, структуры на основе хроматина, назы-
ваемые внеклеточными ловушками нейтрофи-
лов (NETs), играют ключевую роль в активации 
каскада коагуляции, активации тромбоцитов 
и служат в качестве основы для формирова-
ния тромба [15]. Нити ДНК сетей нейтрофиль-
ных гранулоцитов могут являться стимулом для 
контактной активации свертывающей систе-
мы [16, 17, 18]. От ри ца тель но-за ря жен ная по-
верхность NETs, способна активировать фак-
тор XII. Коагуляционный фактор XII, плазменная 
сериновая протеаза, активирующая фактор XI 
и прекалликреин, является традиционным ини-
циатором «внутреннего пути» свертывания [19]. 
Кроме того, работы Fuchs et al. указывают на то, 
что от ри ца тель но-за ря жен ная поверхность NETs 
может также связываться с такими белками плаз-
мы как фибриноген, фибронектин и фактор 
фон Виллебранда (VWF), тем самым стабилизи-
руя сгусток [20].

В связи с тем, что беременность сопровожда-
ется увеличением массы циркулирующей крови 
(гиперволемия), повышением коагуляционно-
го потенциала плазмы, замедлением скорости 
маточно-плацентарного кровотока, а также из-
менениями гормонального фона, актуальным на 
сегодняшний день остается изучение активно-
сти нейтрофилов и факторов способствующие 
образованию NETs во время беременности.

Была сформулирована цель: оценить влия-
ние плазмы беременных и небеременных жен-
щин на процессе формирования внеклеточных 
сетей нейтрофилами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования была перифе-
рическая кровь 12 условно здоровых женщин 
и 12 беременных женщин в I триместре (средний 
срок гестации 7 недель) без нарушений показа-
телей гемостаза, в возрасте от 18–40 лет. Крите-
риями включения в исследование для здоровых 
небеременных женщин являлись: первая фаза 
менструального цикла; отсутствие приема ле-
карственных препаратов; хронических заболе-
ваний в стадии обострения. Критериями вклю-
чения беременных женщин являлись: I триместр 
беременности, отсутствие аку шер ско-ги не ко-
ло ги чес кой патологии, отсутствие тромботиче-
ских осложнений, которые оценивались врачом 
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аку ше ром-ги не ко ло гом на основании общекли-
нических и лабораторных данных. Доброволь-
ное согласие на обследование получено от всех 
участников.

Проведена оценка системы гемостаза на ав-
томатическом коагуллометре STA Compact Max 
(“Diagnostica Stago”, Франция). Определяли та-
кие параметры гемостазиограммы как ПВ (про-
тромбиновое время), АЧТВ (активированное 
частичное тромбопластиновое время), тромби-
новое время, уровни фибриногена и антитром-
бина III. Для количественного определения 
в плазме крови растворимых фибринмономер-
ных комплексов (РФМК) мануальным методом 
использовали реагенты РФМК-тест (ООО Тех-
нология стандарт, Россия). Для исследования 
фибринолитической системы использовали те-
сты: эуглобулиновый лизис и XIIa-зависимый 
лизис (тест-си сте мы ООО Технология стандарт, 
Россия). Функциональное состояние тромбо-
цитов оценивали при помощи 4-ка наль но го ла-
зерного анализатора «Biola-230LA» (ООО НПФ 
«Биола», Россия) методом световой агрегоме-
трии. Исследовалась спонтанная и индуциро-
ванная агрегация с использованием индукторов 
агрегации АДФ (ООО «Тех но ло гия-стан дарт», 
Россия) в концентрации 5,0 мкмоль, адреналин 
(ООО «Тех но ло гия-стан дарт», Россия), колла-
ген (ООО «Тех но ло гия-стан дарт», Россия).

Оценку способности нейтрофилов к форми-
рованию внеклеточных сетей проводилось по 
методу И. И. Долгушина и соавт. [21]. Для этого 
нами были сформированы 4 эксперименталь-
ные группы: 1 группа (К-) – к нейтрофилам, 
выделенным из периферической крови, добав-

ляли физиологический раствор; 2 группа (К+) –  
к нейтрофилам, выделенным из периферической 
крови, добавляли активатор фор бол-12-ми ри-
стат-13-аце тат (ФМА); 3 группа –  к нейтрофи-
лам, выделенным из периферической крови, 
добавляли активатор фор бол-12-ми ри стат-13-
аце тат и плазму здоровых небеременных жен-
щин; 4 группа –  к нейтрофилам, выделенным 
из периферической крови, добавляли активатор 
фор бол-12-ми ри стат-13-аце тат и плазму бере-
менных женщин I триместра. Далее все пробы 
инкубировали in vitro в течение 30 минут при 
температуре 37 °C. Материал наносили на пред-
метное стекло, высушивали, фиксировали 96% 
этиловым спиртом и мазок окрашивали по Ро-
ма нов ско му-Гим зе. Оценивалось соотношение 
морфологических форм нейтрофилов и число 
NETs. Данные анализировались с применением 
непараметрического метода U-критерий Ман-
на-Уит ни для расчета уровня значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты соотношения морфологических 
форм нейтрофильных гранулоцитов и количе-
ства NETs при взаимодействии плазмы здоро-
вых небеременных и беременных женщин пред-
ставлены в Таблице 1. Морфологические формы 
интактных нейтрофилов достоверно отличают-
ся от нейтрофилов, активированных ФМА. При 
добавлении к активированным нейтрофилам 
плазмы небеременных женщин и плазмы бе-
ременных женщин регистрируется снижение 
образования НВЛ, что дает основание утверж-
дать о наличии в плазме факторов, подавляю-

Таблица 1. Морфологические формы интактных и активированных нейтрофилов при их совместной инкубации 
с ФМА и плазмы здоровых женщин, плазмы беременных женщин (n = 12, M ± m)

Группы Морфологические формы нейтрофилов,%

Нейтрофилы 
с сегментированным 

ядром

Нейтрофилы 
с недифференцированным 

ядром

Нейтрофильные 
внеклеточные 

ловушки

Нейтрофилы + физ.р-р (К-) (1 группа) 90,41±1,18 6,16±0,93 3,41±0,35

Нейтрофилы + ФМА (К+) (2 группа) 57,66±1,75* 20,5±1,68* 21,75±0,50*

Нейтрофилы + ФМА + плазма 
небеременных женщин (3 группа) 90,66±1,38** 6,66±0,91** 3,33±0,46**

Нейтрофилы + ФМА+ плазма беременных 
женщин I триместра (4 группа) 63,08±3,72**/*** 23,75±3,26*** 12,91±1,28**/***

Примечание: p<0.05; * –  достоверное отличие морфологических форм нейтрофилов при сравнении групп 1 и 2; **-до-
стоверное отличие морфологических форм нейтрофилов при сравнении группы 2 с группами 3 и 4; ***- достоверное 
отличие морфологических форм нейтрофилов при сравнении групп 3 и 4
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щих формирование внеклеточных сетей. Одна-
ко привлекает внимание тот факт, что влияние 
плазмы крови небеременных женщин на ней-
трофилы, выделенные из периферической кро-
ви, полностью инактивирует выброс внеклеточ-
ной ДНК нейтрофилами, несмотря на действие 
активатора. Плазма, полученная от беременных 
женщин, при взаимодействии с нейтрофилами 
также приводит к снижению формирования вне-
клеточных сетей данными клетками, но показа-
тель достоверно выше, в сравнении с действием 
плазмы полученной от небеременных женщин. 
Возможно, это связано с тем, что в период бере-
менности изменяется гормональный фон жен-
щины – продукция многих гормонов возрастает 
и появляются гормоны, ранее не синтезируемые 
в организме женщины, вследствие чего образу-
ются новые взаимосвязи им мун но-гор мо наль-
ной регуляции.
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ВВЕДЕНИЕ

Атеросклероз и сахарный диабет (СД) –  ме-
ди ко-социальные проблемы, существенно со-

кращающие продолжительность жизни и зна-
чительно ухудшающие её качество. Более раннее 
начало и агрессивное течение атеросклероза 
у больных сахарным диабетом 2 типа (СД2) ча-
сто связано с сопутствующей ишемической бо-
лезнью сердца (ИБС) [1]. В настоящее время 
атерогенез рассматривается и как хроническая 
воспалительная реакция [2]. Отмечено участие 
цитокинов в регуляции клеточного цикла, диф-
ференцировке и апоптозе, ангиогенезе, в реа-
лизации процессов регуляции сосудистого то-
нуса, дисфункции эндотелия [3]. Установлено, 
что СД2 ассоциируется с провоспалительным 
иммунным статусом и увеличением уровня цир-
кулирующих маркеров воспаления. В много-
численных работах показано, что такие цито-
кины как ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-8 рассматриваются 
в качестве маркеров хронического воспаления 
сосудистой стенки, являясь предикторами сосу-
дистых катастроф, их оценка позволяет выявить 
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В настоящей статье представлены результаты исследования иммунного статуса у 43 пациен-
тов с сахарным диабетом 2 типа (СД2), страдающих атеросклеротическим поражением артерий 
нижних конечностей. Из них были сформированы две группы в зависимости от наличия ишеми-
ческой болезни сердца (ИБС). С целью оценки характера иммунологических изменений опреде-
ляли уровни иммуноглобулинов класса IgA, IgG, IgM, циркулирующих иммунных комплексов, 
цитокинов в сыворотке крови. Установлено, что пациенты с СД2 без ИБС в сравнении с паци-
ентами с ИБС статистически значимо отличались большими уровнями интерлейкина-8. Не по-
казано высокого содержания маркеров хронического воспаления –  иммуноглобулинов классов 
IgА, IgG, циркулирующих иммунных комплексов, провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6 
в исследуемых группах
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индивидуумов с высоким риском сердечно-со-
су дистых осложнений [4].

Цель работы. Изучить состояние иммунной 
системы у пациентов с сахарным диабетом 2 типа 
и атеросклеротическим процессом в артериях 
нижних конечностей в зависимости от наличия 
ИБС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 43 пациента с СД 2 типа, стра-
дающих атеросклеротическим поражением ар-
терий нижних конечностей. Средний возраст 
больных составил 62,1±5,76 лет.

В зависимости от наличия ИБС пациенты 
распределены на две группы: 22 пациента имели 
ИБС в сочетании с СД 2 типа (группа 1), у 21 па-
циента сопутствующая ИБС не была верифи-
цирована (группа 2). Число мужчин и женщин 
оказалось примерно равным в сравниваемых 
группах и статистически не различалось: 8 муж-
чин и 14 женщин в группе 1, 7 мужчин и 14 жен-
щин в группе 2. Средний возраст пациентов 
в группе 1 составил 64,6±1,11 и значимо не от-
личался в группе 2–59,6±1,16 (p<0,05).

Все пациенты давали информированное со-
гласие на участие в исследовании.

Из исследования исключались пациенты, ко-
торые в анамнезе имели острый инфаркт миокар-
да, острое нарушение мозгового кровообращения, 
нарушение ритма сердца по типу фибрилляции 
предсердий, реконструктивные операции на со-
судах, а также пациенты с установленным диа-
гнозом синдрома диабетической стопы.

Иммунологическое обследование включало 
определение уровней иммуноглобулинов клас-
са IgA, IgG, IgM, циркулирующих иммунных 
комплексов, цитокинов в сыворотке крови.

Количественное содержание иммуноглобу-
линов классов IgА, IgМ, IgG в сыворотке крови 
определяли методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа с использованием тест си-
стем фирмы «Seramun Diagnostica» (Германия). 
Определение интерлейкинов-1β (ИЛ-1β), ин тер-
лей ки нов-6 (ИЛ-6), интерлейкинов-8 (ИЛ-8), 
интерлейкинов-10 (ИЛ-10) и фактора некроза 
опухолей-α (ФНО-α) выполнено с помощью 
коммерческих наборов для иммуноферментно-
го анализа согласно инструкции фирм-про из во-
ди телей («Цитокин», Россия) на ИФА-анали за-
то ре «Personal Lab» (Италия). Количественное 
исследование циркулирующих иммунных ком-
плексов проводили с использованием набора 
«IBL-INTERNATIONAL» (Германия).

При статистической обработке данных ис-
пользовали ПО IBM SPSS Statistics, Version 19. 
Различия распределения величин между груп-
пами определяли с помощью U-критерия Ман-
на-Уит ни. Различия между группами считали 
достоверными при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Пациенты обеих групп были сопоставимы 
по полу и возрасту, а также по стажу сахарного 
диабета 2 типа. Длительность СД в группе со-
четанной патологии составила 11,6 ±0,97 лет, 
в группе изолированного СД –  10,6 ±1,28 лет 
(p<0,05).

Из осложнений СД у всех пациентов были вы-
явлены диабетическая макроангиопатия нижних 
конечностей и диабетическая нейропатия. На 
втором месте находились цереброваскулярные 
заболевания, на третьем – диабетическая не-
фропатия. Ишемическая болезнь сердца была 
представлена стенокардией напряжения II–III 
ФК. Достоверных различий по сопутствующим 
заболеваниям в исследуемых группах получено 
не было.

Частота назначения сахароснижающей тера-
пии, в том числе инсулина, была сопоставимой 
в обеих группах. Анализ сопутствующей тера-
пии также не выявил статистических различий 
в частоте назначения бета-адреноблокаторов, 
ингибиторов ангиотензинпревращающего фер-
мента (иАПФ), блокаторов рецепторов ангио-
тензина II (БРА), антагонистов кальция, стати-
нов, антиагрегантов.

В результате анализа полученных нами дан-
ных установлено, что у пациентов с атеро-
склеротическим поражением артерий нижних 
конечностей не выявлено выраженной дисим-
муноглобулинемии. И достоверных различий 
между группами не получено (Таблица 1).

Также, у пациентов с сахарным диабетом 
2 типа в обеих группах выявлено нормальное 
содержание циркулирующих иммунных ком-
плексов (Таблица 2). Однако это не исключает 
участие последних в повреждении сосудистой 
стенки и возникновении пролиферативно-сте-
но ти чес ких процессов. Сходные данные полу-
чены и Кузнецовым М. Р. и соавт. [5], показав-
ших ведущую роль циркулирующих иммунных 
комплексов в определении вероятности разви-
тия стеноза артерий нижних конечностей.

Из медиаторов межлейкоцитарного взаимо-
действия наибольшее значение при атероскле-
розе придается ИЛ-1β и ИЛ-6, которые рас-
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сматривается многими авторами как фактор 
повреждения эндотелия сосудов [6, 7]. При ана-
лизе данных не выявлено статистически значи-
мых различий по данным параметрам в иссле-
дуемых группах (Таблица 3). Но, обращает на 
себя внимание достоверно большие значения 
интерлейкина-8 (ИЛ-8) в группе изолирован-
ного СД2. По данным современной литературы, 
ИЛ-8 способен непосредственно стимулиро-
вать провоспалительную активность макрофа-
гальных клеток и отражать воспалительный 
процесс, происходящий в артериальной стенке 
у больных СД2.

ВЫВОДЫ:

1. Наиболее выраженные изменения реги-
стрировались у пациентов с изолированным 
сахарным диабетом 2 типа и характеризовались 
достоверно большими значениями интерлей-
кина-8.

2. Результаты исследования показали отсут-
ствие выраженных различий в иммунном стату-
се у больных СД 2 типа с атеросклеротическим 
поражением артерий нижних конечностей в за-
висимости от наличия ИБС.
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ВВЕДЕНИЕ

Воспаление пародонта представляет собой 
распространенную, а также сложную для реше-
ния задачу в стоматологии. Пародонтит – это 
воспалительное заболевание пародонта (ком-
плекс тканей, включающих в себя периодонт, 
костную ткань и десну зубочелюстного сегмен-
та), протекающее с потерей зубов [1]. Научная 
концепция, определяющая развитие локального 
воспаления, как результат реализации иммун-
ного ответа непосредственно в клетках тканей 

слизистой оболочки полости рта приобретает 
все большую актуальность [2].

Клиника хронического пародонтита раз-
вивается постепенно. В начальную стадию за-
болевания больные предъявляют жалобы на 
кровоточивость десен во время чистки зубов. 
В последующем, при увеличении тяжести забо-
левания, определяется патологическая подвиж-
ность зубов, неприятный запах изо рта, покрас-
нение десны и выделение гноя из зубодесневого 
пространства, что связано с прогрессирующей 
деструкцией костной ткани альвеолы, а также 
активизацией патогенной микрофлоры [3]. За-
болевание склонно к хронизации и невоспри-
имчивости к лечению [4], а отсутствие эффек-
тивного комплексного подхода обуславливает 
необходимость поиска новых принципов тера-
пии пародонтита, обоснованных на патогенети-
ческих особенностях развития болезни.

Одна из главных проблем заключается в том, 
что в связи с активным применением антибакте-
риальных препаратов многие микроорганизмы 
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приобрели лекарственную устойчивость. Этот 
факт диктует необходимость поиска новых спо-
собов терапии инфекционных заболеваний по-
лости рта. Локальное воздействие иммунотроп-
ных препаратов, включающих регуляторные 
молекулы и активацию параметров врожденно-
го иммунитета, путем применения топических 
иммунотропных композиций, является необхо-
димым.

На сегодняшний день антимикробные пеп-
тиды (АМП) представляются наиболее пер-
спективными средствами [5]. Сочетание в себе 
антимикробного, противовоспалительного, ва-
скулогенного и иммуномодулирующего свойств 
дают возможность комплексно подхода, воздей-
ствуя на различные звенья патогенеза заболева-
ния. Антимикробные пептиды способны ока-
зывать действие не только на этиологический 
фактор заболевания, но и положительно влиять 
на восстановление структуры тканей.

Механизм действия АМП до сих пор не до 
конца изучен, однако имеется представление 
первичной модели действия, которая заключа-
ется в следующем. Под действием электроста-
тических сил происходит первичный контакт 
пептида и целевого организма. Положительно-
за ря жен ная молекула пептида осаждается на от-
ри ца тель но-заряженной мембране клетки и чем 
больше разница зарядов, тем быстрее протекает 
процесс. После, пептиды встраиваются в мем-
брану, образуя пору. В зависимости от модели 
встройки пептидов в липидный слой, образу-
ются цилиндрическая или тороидальная (когда 
между молекулами имеются прослойки липид-
ного слоя) структура. За счет формы образую-
щихся пор, предопределяется антимикробная 
активность и эффективность препарата [6].

Для достижения максимальной эффективно-
сти антимикробных пептидов нами было пред-
ложено использование кремнийорганического 
глицерогидрогеля (Силативит) [7], обладающе-
го кроме противовоспалительного и ранозажив-
ляющего действия транскутанной активностью, 

вследствие чего, глицерогидрогель кремния 
рассматривается, в композиции с АМП, в каче-
стве проводника.

Таким образом, целью исследования стала 
разработка нового метода лечения хроническо-
го пародонтита, а также оценка его эффектив-
ности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

На базе ФГБУН ИИФ УрО РАН г. Екатерин-
бург было проведено исследование на 2 группах 
лабораторных крыс линии Вистар. Исследова-
ние включало в себя создание модели хрони-
ческого воспаления десны, нанесение компо-
зиций в зону воспалительного очага, а также 
последующую клиническую оценку эффектив-
ности лечения. 

В каждую группу были включены по 10 самок 
в возрасте 3 месяцев, средний вес 470–480 г. 
(Таблица 1).

Модель хронического пародонтита воссозда-
валась путем введения в периодонтальное про-
странство нижнего резца иглы длиной 12 мм, по-
сле чего инородное тело извлекалось на 26  день 
эксперимента (патент РФ № 2545923) [8]. Все 
болезненные процедуры выполнялись согласно 
Хельсинской декларации о гуманном отноше-
нии к животным. Во время нахождения иглы 
в периодонтальном пространстве наблюдались 
явные патоморфологические изменения в об-
ласти введения иглы (гиперемия десны, ее от-
ечность, изменение цвета зуба, подвижность 
зуба). Далее в течение 10 дней проводилось ле-
чение пародонтита с помощью нанесения пре-
паратов: глицерогидрогеля кремния в первой 
группе и композиции глицерогидро гель-пеп тид 
во второй группе. В последующем были получе-
ны образцы зубо-альвеолярных сегментов, для 
последующего гистологического исследования. 
Данные по контрольной группе, где лечение не 
проводилось, ранее описаны в предшествую-
щих исследованиях, и были использованы для 
сравнения [9,10].

Таблица 1. Вес исследуемых животных (в граммах)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Средний 
вес (гр)

Группа «Силативит» 457 438 485 461 455 447 463 482 451 461 460

Группа «Силативит-пептид» 472 497 477 485 473 477 489 475 469 487 480

Примечание: *Статистически значимые различия между показателями (р < 0,5).
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РЕЗУЛЬТАТЫ

В процессе лечения гиперемия и отечность 
спадали в обеих группах. В группе, лечение ко-
торой проводилось глицерогидрогелем кремния 
гиперемия и отечность десны полностью пропа-
ли на 7 сутки, а в группе, лечение которой про-
водилось композицией глицерогидрогель-пеп-
тид, отечность и гиперемия полностью спадали 
на 4 сутки, (в 1,75 раза показатели улучшились) 
(Таблица 2).

Кроме того, у 75% испытуемых отмечалось 
снижение веса в среднем на 23% (Диаграмма 1). 
Возможно, это связано с тем, что крысы пита-
лись, в основном, гранулированным комбикор-
мом. И к моменту начала лечения питание их 
нарушалось, вследствие развития патоморфо-
логических изменений в пародонте.

Интересной особенностью явился тот факт, 
что у всех крыс, лечение которых проводилось 
глицерогидрогелем кремния, образовались ки-
сты, полость которых была заполнена гнойным 
экссудатом. У крыс, лечение которых проводи-
лось композицией глицерогидрогель-пеп тид, 

подобных изменений не наблюдалось. Это по-
зволяет предположить, что композиция гли це-
ро гид ро гель-пеп тид обладает большей антими-
кробной активностью.

ОБСУЖДЕНИЕ

Композиция глицерогидрогель-пептид по-
казала более хороший терапевтический эффект, 
чем глицерогидрогель кремния, так как клини-
ческие проявления воспаления пропадали по 
временным срокам раньше. Кроме того, при 
лечении экспериментальной группы с приме-
нением пептида не происходило образование 
кист и их нагноение. Для более конкретной 
патоморфологической оценки эффективности 
лечения планируется проведение гистологиче-
ского исследования.

Результаты клинической картины после лече-
ния глицерогидрогелем кремния с пептидом по-
зволили предположить, что клиническое улуч-
шение является показателем противомикробной 
активности композиции и необходимости даль-
нейшего изучения свойств препарата. Уско-

Группа 
«Силативит»

1 
день

3 
день

5 
день

7 
день

10 
день

Гиперемия + + + - -

Отек + + + - -

Кровоточивость + + + - -

460
480

352
379

454
472

0 120 240 360 480

Вес гр.

Начало эксперимента (день 1)

Начало лечения (день 26)

Окончание лечения (день 36)

Группа «Силативит» Группа «Силативит–Пептид»

Диаграмма 1. Графическое отображение изменения веса исследуемых животных

Группа 
«Силативит-
пептид»

1
день

3 
день

5 
день

7 
день

10 
день

Гиперемия + + - - -

Отек + + - - -

Кровоточивость + + - - -

Таблица 2. Табличное отображение изменения выраженности основных клинических симптомов у исследуемых 
животных
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рение сроков заживления и иное клиническое 
течение воспалительного процесса при приме-
нение пептида с глицерогидрогелем кремния 
в сравнении с группой, где применялся только 
глицерогидрогель (образование кист) показало 
эффективность топической терапии хрониче-
ского воспаления десны у исследуемых живот-
ных с использованием АМП.

ВЫВОДЫ

1. За счёт наличия в составе композиции гли-
це рогидрогель-пептид антимикробного ком-
понента, оказывается влияние не только на 
патогенетическое звено заболевания, но и на 
этиологическое.

2. Планируемое гистологическое исследова-
ние поможет детально определить морфологи-
ческие изменения от воздействия композиции.
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CONTAINING DRUG IN THE TREATMENT OF CHRONIC PERIODONTITIS
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This article addresses the problem of treating chronic periodontitis. On the model of chronic infl am-
mation of the gums created in an experimental study on Wistar rats, a method of topical therapy was 
proposed and evaluated using a peptide containing silicon glycerogel composition, and the composition 
was also compared with silicon glycerogel. It has been established that, according to the main clinical 
features, the composition has a good reparative and antimicrobial eff ect, which makes it possible to ap-
proach the therapy of chronic periodontitis both in the pathogenetic and etiological aspects. The timing 
of clinical improvement increased in the group using the composition with an antimicrobial peptide and 
silicon glycerogel by 57%, compared with the group in which only glycerohydrogel silicon was used.
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ВВЕДЕНИЕ

Во всем мире в последние десятилетия про-
являют себя последствия стресса, вызванного 
стихийными бедствиями, военными конфликта-
ми, техногенными катастрофами, которые могут 
приводить к нарушению механизмов адаптации 
и, как следствие, формированию нарушений 

в психоэмоциональной сфере, существенным 
звеном патогенеза которых является нарушение 
нейроиммунных взаимодействий [1, 2, 3, 4, 5]. 
Психоактивные препараты, применяемые для 
коррекции поведенческих расстройств доста-
точно эффективны, однако, обладают рядом 
негативных побочных эффектов, что в ряде слу-
чаев ограничивает возможности их длительного 
использования. Кроме того растет количество 
пациентов, резистентных к данной терапии [6]. 
Одним из способов решения этой проблемы яв-
ляется разработка новых методов терапии пове-
денческих расстройств на основе иммунологиче-
ских подходов.

Ориентировочно-исследовательское пове-
дение (ОИП) представляет собой один из важ-
нейших типов поведения, который обеспечива-
ет индивидуума знанием об окружающей среде 
и является существенным психологическим ме-

ПСИХОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У МЫШЕЙ-
РЕЦИПИЕНТОВ ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ 
МОДУЛИРОВАННЫХ ИММУННЫХ КЛЕТОК
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В данной статье рассматривается проблема регуляторных взаимоотношений основных адап-
тационных систем организма –  иммунной и нервной. Все больше данных свидетельствуют о том, 
что иммунная система способна оказывать координирующие влияние на поведение и эмоцио-
нальные реакции животных и человека. Ориентировочно-исследовательское поведение представ-
ляет собой один из важнейших типов поведения, который обеспечивает индивидуума знанием об 
окружающей среде и является существенным психологическим механизмом адаптации высших 
позвоночных. Целью статьи является анализ психофизиологических показателей у эксперимен-
тальных животных после трансплантации иммунных клеток, функциональная активность кото-
рых была экстракорпорально изменена психоактивным веществом. Продемонстрировано, что 
после трансплантации иммунных клеток с модулированной in vitro аминазином функциональной 
активностью у мышей-реципиентов регистрируются редактирование указанного поведения на 
фоне повышения в головном мозге цитокинов ИЛ-1ß, ФНОα, ИЛ-6; а также снижение интен-
сивности гуморального и клеточного иммунного ответа. Представленные результаты показывают 
возможность использования иммунных клеток в качестве модельных объектов для воздействия на 
нейроиммунную функциональную взаимосвязь; равно как и перспективность применения кле-
точных технологий для редактирования поведенческих паттернов.

Ключевые слова: иммунные клетки, аминазин, иммунный ответ, мозг, цитокины, поведение
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ханизмом адаптации высших позвоночных. Ак-
тивное поведение в условиях неопределенно-
сти – значимый фактор соматического здоровья, 
предотвращающий возникновение психосома-
тических заболеваний и повышающий устойчи-
вость организма к стрессу [7]. Установлено, что 
функциональная активность иммунной системы 
и, в частности, ее клеточных элементов, связана 
с уровнем ОИП, параметры которого могут быть 
направленно изменены трансплантацией им-
мунных клеток с определенными функциональ-
ными характеристиками [3, 8, 9, 10, 11].

Цель исследования: оценить психофизио-
логические показатели у экспериментальных 
животных после трансплантации иммунных 
клеток, функциональная активность которых 
была экстракорпорально изменена обработкой 
аминазином.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании в качестве доноров и ре-
ципиентов использовались мыши-самцы 
(CBAxC57Bl/6) F1 в возрасте трех месяцев; сред-
ний вес животных составлял 20–25 граммов. 
Животных содержали в условиях лабораторного 
вивария по 10 особей в клетке, не менее 2-х не-
дель до начала экспериментов на стандартной 
диете, при свободном доступе к воде и нормаль-
ном световом режиме. Эксперимент проводил-
ся соответственно правилам, принятым на Ев-
ропейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей (Страсбург, 1986 г.), 
правилам лабораторной практики (приказ Ми-
нистерства здравоохранения Российской Феде-
рации от 19.06.2003, № 267).

ОИП животных (интактных и после клеточ-
ной трансплантации) оценивали в тесте “откры-
тое поле” [12]. По характеру поведения в «от-
крытом поле» мыши (СВАхС57В1/6) F1 делятся 
на три группы: с высоким, средним и низким 
уровнями указанного поведения [3, 13]. Учи-
тывая фармакологический эффект аминазина, 
в экспериментах в качестве доноров и реципи-
ентов использовались животные характеризую-
щиеся высоким уровнем ОИП, т. е. активным 
типом указанного поведения.

Спленоциты мышей-доноров выделяли в сте-
рильных условиях, обрабатывали in vitro амина-
зином, из расчета 15х10 6 клеток / 150 мкг препа-
рата в течение 25 минут, и трансплантировали 
реципиентам согласно описанной ранее методи-

ке [14]. Концентрация нейролептика, применяе-
мая для обработки клеток, определялась путем 
перерасчета терапевтической дозы, с учетом веса 
и особенностей метаболизма животных. Жизне-
способность клеток определяли окраской трипа-
новым синим. Контрольным животным транс-
плантировали клетки в аналогических условиях 
эксперимента, за исключением того, что имму-
ноциты прекультивировались без аминазина. 
У мы шей-ре ци пи ен тов определялись параметры 
ОИП, количественное содержание цитокинов 
в лизатах клеток головного мозга, гуморальный 
и клеточный иммунный ответ.

Лизаты головного мозга животных получа-
ли путем гомогенизирования тканей в среде 
RPMI-1640 с добавлением 0,1% Triton Х –  100 
(GERBU Biotechnik GmbH), с центрифугиро-
ванием 10000 об/мин в течение 3 минут. Надо-
садочную жидкость содержали при –80 °C до 
момента исследования.

Исследование пролиферативной активности 
клеток после обработки in vitro аминазином оце-
нивали стандартным методом по включению 
в нуклеопротеидные фракции клеток радиоак-
тивной метки (3Н-тимидин). Результаты пред-
ставляли в виде среднего счета в имп/мин.

Количественное содержание цитокинов оце-
нивали методом ИФА (ELISA) с использовани-
ем компонентов к цитокинам мыши производ-
ства фирмы “R&D Systems” (Великобритания), 
согласно инструкции фирмы производителя. 
Чувствительность наборов для ИЛ-1β не превы-
шает 5 пг/ мл, для ИЛ-6 – 2 пг/мл, для ФНОα – 
1 пг/ мл.

Интенсивность гуморального иммунного 
ответа оценивали по количеству антителообра-
зующих клеток (АОК) в селезенке на 5-е сутки 
после внутрибрюшинной иммунизации анти-
геном модифицированным методом A. J. Cun-
ningham [15].

Интенсивность клеточного иммунного отве-
та оценивали по высоте реакции гиперчувстви-
тельности замедленного типа (ГЗТ). Для этого 
мышей иммунизировали внутрибрюшинным 
введением эритроцитов барана (0,5% –  0,5 мл.). 
Разрешающую дозу указанного антигена (50% –  
0,05 мл.) вводили под апоневроз задней стопы 
через 96 часов. Формирование реакции ГЗТ оце-
нивали через 24 часа после разрешающей инъ-
екции по степени опухания лапы (изменения 
её толщины по сравнению с позитив но-конт-
роль ной задней лапой того же животного, в ко-
торую была введена среда RPMI-1640). Индекс 
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реакции (ИР) определяли для каждой мыши по 
формуле ИР = (Ро – Рк) / Рк и выражали в про-
центах [16].

Статистическая обработка результатов про-
изводилась с применением парного критерия 
Манна-Уитни, используя компьютерную про-
грамму “Statistica 10.0”. Результаты представле-
ны в виде М ± SD. Различия считали достовер-
ными при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенного исследования 
показано, что культивирование с аминазином 
спленоцитов мышей модулирует функциональ-
ную активность иммунных клеток, проявляю-
щуюся в снижении спонтанной пролифератив-
ной активности (Рис. 1).

Трансплантация спленоцитов с модулирован-
ной in vitro аминазином функциональной актив-
ностью сингенным мышам с активным типом 
ОИП сопровождалась у реципиентов редактиро-
ванием указанного поведения, что выражалось 
в снижении показателей горизонтальной дви-
гательной активности, отражающей моторный 
компонент ОИП, равно как и показателей вер-
тикальной двигательной активности, отражаю-
щей исследовательский компонент поведения 
(Табл. 1).

Указанные изменения в поведении мышей-
ре ци пиентов после трансплантации модули-
рованных аминазином иммунных клеток реги-
стрировались на фоне достоверного повышения 
количественного содержания в головном мозге 
ряда провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, 
ИЛ-6, ФНОα (Табл. 2).

Известно, что указанные цитокины задей-
ствованы в реализации поведенческих реакций 

Таблица 1. Параметры ориентировочно-исследовательского поведения мышей-реципиентов (CBAxC57Bl)F1 по-
сле трансплантации спленоцитов, обработанных in vitro аминазином (M ± SD)

Группы животных- 
реципиентов

Горизонтальная двигательная активность Вертикальная двигательная активность

периферическая центральная суммарная свободные 
стойки

стойки с опорой 
на стенку

суммарная

контроль (n = 47) 144,0±13,9 8,0±4,0 152,0±17,9 0,8±0,2 2,2±1,1 2,9±1,3

опыт (n = 38) 70,7±9,9* 0,4±0,1* 71,1±10,1* 0,2±0,5* 0,7±0,1* 1,0±0,6*

Примечание: Опытная группа –  мыши-реципиенты после трансплантации спленоцитов, экстракорпорально обработан-
ных аминазином. Контрольная группа –  мыши-реципиенты после трансплантации спленоцитов, прекультивированных 
без аминазина. * –  p < 0,01 между контрольной и опытной группами животных

Таблица 2. Содержание цитокинов в лизатах головного мозга мышей-реципиентов (CBAxC57Bl)F1 после транс-
плантации спленоцитов, обработанных in vitro аминазином (M ± SD)

Группы животных -реципиентов Содержание цитокинов (пг/мл)

ИЛ-1β ИЛ-6 ФНОα

Контрольная группа (n = 12) 82,7±37,0 688,5±101,8 152,5±25,3

Опытная группа (n = 12) 135,4±22,3* 976,7±117,6* 202,9±46,7*

Примечание: опытная группа –  мыши-реципиенты после трансплантации спленоцитов экстракорпорально обработан-
ных аминазином; контрольная группа –  мыши-реципиенты после трансплантации спленоцитов прекультивированных 
без аминазина. * –  p < 0,01 между контрольной и опытной группами животных.

*

Рис. 1. Спонтанная пролиферативная активность спле-
ноцитов (имп/ мин) мышей (CBAxC57Bl)F1, обрабо-
танных in vitro аминазином (M ± SD)
Примечание: 1 –  спленоциты культивированные без ами-
назина; 2 –  спленоциты, культивированные с аминази-
ном; * –  p < 0,01 между контрольной и опытной группами 
животных.
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высших позвоночных, равно как и играют суще-
ственную роль в патогенезе поведенческих рас-
стройств [1, 2, 4, 6, 9]. Изменение содержания 
этих регуляторных цитокинов в центральной 
нервной системе реципиентов может быть од-
ним из механизмов показанного выше редакти-
рования их поведения модулированными пси-
хоактивным веществом иммунными клетками.

Показана также модуляция иммунного от-
вета у сингенных мышей-реципиентов после 
трансплантации спленоцитов, обработанных 
in vitro аминазином. Это выражается в сниже-
нии относительного и абсолютного количества 
АОК селезенки, что отражает интенсивность 
гуморального звена иммунного ответа, а также 
в снижении высоты реакции ГЗТ, отражающей 
интенсивность клеточного звена иммунного от-
вета (Табл. 3).

Таким образом, трансплантация иммунных 
клеток с модулированной экстракорпорально 
аминазином функциональной активностью со-
провождается:

а) изменением функциональной активности 
нервной системы реципиентов, о чем свиде-
тельствует снижение параметров ОИП на фоне 
повышения в головном мозге уровней цитоки-
нов ИЛ-1ß, ФНОα, ИЛ-6;

б) модуляцией функциональной активности 
иммунной системы реципиентов, о чем свиде-
тельствует снижение интенсивности гумораль-
ного и клеточного иммунного ответа.

Представленные результаты показывают воз-
можность использования иммунных клеток в ка-
честве модельных объектов для воздействия на 
нейроиммунную функциональную взаимос-
вязь; равно как и перспективность применения 
клеточных технологий для редактирования по-
веденческих паттернов.
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ВВЕДЕНИЕ

Ранее мы обнаружили, что обработка Fc 
фрагментов IgG восстанавливающими агентами 
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Fc фрагменты IgG, несущие неоэпитопы, распознаваемые регуляторным ревматоидным фак-
тором, обладают свойством подавлять аутоиммунные реакции и редуцировать симптомы в моде-
ли коллаген-индуцированного артрита крыс. Для индукции на Fc фрагментах IgG неоэпитопов 
используется модифицирующий агент, который может вызвать нежелательные реакции при вве-
дении в организм. Поэтому необходимо его удаление после модификации Fc фрагментов. Целью 
исследования было выяснить, сохраняются ли на Fc фрагментах IgG неоэпитопы, распознавае-
мые регуляторным ревматоидным фактором, после удаления модифицирующего агента необхо-
димого для их формирования. Обнаружено, что очистить Fc фрагменты IgG от модифицирую-
щего агента можно методом эксклюзионной хроматографии на сорбенте Superdex 200. Удаление 
модифицирующего агента ведет к утрате неоэпитопов, распознаваемых регуляторным ревмато-
идным фактором на Fc фрагментах Ig G. Утрата неоэпитопов после удаления модифицирующего 
агента сопровождается окислением сульфгидрильных групп шарнирной области, имевшихся на 
Fc фрагментах, несущих исследуемые неоэпитопы. Данный факт свидетельствует о том, что для 
сохранения на Fc фрагментах IgG неоэпитопов, распознаваемых регуляторным ревматоидным 
фактором, должно поддерживаться восстановленное состояние остатков цистеина шарнирной 
области и использованный модифицирующий агент создает необходимые для этого условия.

Ключевые слова: Fc фрагменты IgG, ревматоидный фактор, неоэпитопы, сульфгидрильные 
группы, аутоиммунные реакции

DOI: 10.31857/S102872210007268-9



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №3

1270 А. Ю. Сидоров и др.

ведет к появлению у Fc фрагментов иммуносу-
прессивных свойств, в частности свойства пода-
влять аутоиммунные реакции. Было показано, 
что причиной приобретения Fc фрагментами 
IgG свойства подавлять аутоиммунные реак-
ции является формирование на Fc фрагментах 
неоэпитопов под действием восстанавливаю-
щих агентов. Также было выяснено, что данные 
неоэпитопы распознаются аутоантителами, по-
лучившими название регуляторный ревматоид-
ный фактор [1]. Регуляторный ревматоидный 
фактор –  популяция антиидиотипических анти-
тел, присутствующих в норме в крови, общим 
свойством которых является наличие помимо 
индивидуальных паратопов, общего паратопа 
специфичного к неоэпитопам Fc фрагментов 
IgG [2]. Увеличение уровня регуляторного рев-
матоидного фактора у экспериментальных жи-
вотных ассоциировано с устойчивостью к разви-
тию некоторых экспериментально вызываемых 
аутоиммунных заболеваний и их ремиссией [2]. 
Иммунизация крыс Fc фрагментами IgG несу-
щими неоэпитопы, распознаваемые регулятор-
ным ревматоидным фактором, вызывает про-
дукцию регуляторного ревматоидного фактора 
и редуцирует симптомы кол ла ген-ин ду ци ро-
ван но го артрита [1]. Поэтому лимфоциты, про-
дуцирующие регуляторный ревматоидный фак-
тор можно рассматривать, как потенциальную 
терапевтическую биомишень при ревматоид-
ном артрите, а Fc фрагменты, стимулирующие 
его продукцию, как средство лечения ревмато-
идного артрита. Модифицирующий агент, ис-
пользуемый для индукции на Fc фрагментах IgG 
неоэпитопов, может вызвать нежелательные 
реакции при введении в организм, поэтому не-
обходимо его удаление после модификации. Од-
нако удаление модифицирующего агента может 
вести к утрате сформированных неоэпитопов на 
Fc фрагментах IgG. 

Целью исследования было выяснить сохраня-
ются ли неоэпитопы после удаления модифи-
цирующего агента, необходимого для их фор-
мирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Fc фрагменты IgG человека получали мето-
дом папаинового протеолиза Ig G. Очистку Fc 
фрагментов IgG проводили методами эксклю-
зионной хроматографии на колонке Sephacryl 
26/400 и аффинной хроматографии на protein 
G и protein A сефарозе. Чистоту оценивали ме-
тодом электрофоретического анализа в ПААГ. 

Для формирования неоэпитопов, распознавае-
мых регуляторным ревматоидным фактором, 
Fc фрагменты обрабатывали модифицирую-
щим агентом. Наличие эпитопов, распознавае-
мых регуляторным ревматоидным фактором, на 
Fc фрагментах IgG определяли методом тормо-
жения реакции агглютинации танизированных 
эритроцитов, нагруженных IgG, вызванной сы-
вороткой содержащей регуляторный ревмато-
идный фактор. Контролем служили препараты 
нативного IgG и забуференный физиологиче-
ский раствор.

Чистоту Fc фрагментов IgG после удаления 
модифицирующего агента и состав получае-
мых при очистке фракций определяли методом 
электрофоретического анализа в ПААГ в диссо-
циирующих и диссоциирующих восстанавлива-
ющих условиях. Количество сульфгидрильных 
групп определяли методом Элмана.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Методом эксклюзионной хроматографии на 
сорбенте Superdex 200 смесь модифицирующего 
агента и Fc фрагментов IgG человека, несущих 
неоэпитопы, распознаваемые регуляторным 
ревматоидным фактором, удалось разделить на 
три фракции. Хроматографический профиль, 
полученный при разделении смеси Fc фрагмен-
тов и модифицирующего агента представлен 
на Рисунке 1. Первая фракцция представлена 
белками с молекулярной массой более 150 кДа, 
вторая – 100‒40 кДа, третья –   менее 40 кДа. 
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Рисунок 1. Эксклюзионная хроматография на колонке 
Superdex 200 10/300 смеси Fc фрагментов IgG человека, 
несущих неоэпитопы, распознаваемые регуляторным 
ревматоидным фактором, и модифицирующего агента.
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Электрофоретический анализ фракций в гра-
диентном ПААГ (3‒15%) в диссоциирующих 
и диссоциирующих восстанавливающих усло-
виях, показал, что первая фракция представлена 
полимерами Fc фрагментов, вторая –  мономе-
рами Fc фрагментов, третья содержала моди-
фицирующий агент. Таким образом, эксклю-
зионная хроматография на сорбенте Superdex 
200 позволяет эффективно удалять модифици-
рующий агент из смеси с Fc фрагментами IgG 
человека и получить Fc фрагменты IgG чисто-
той >95% (по данным электрофоретического 
анализа в ПААГ). Кроме того, хроматографиче-
ский анализ показал, что Fc фрагменты IgG по-
сле обработки модифицирующим агентом на-
ходятся как в мономерной, так и в полимерной 
формах. Чувствительность полимеров Fс фраг-
ментов к 2-мер кап то эта но лу свидетельствует 
о том, что они образованны на основе межмо-
лекулярных дисульфидных связей.

Наличие неоэпитопов, распознаваемых ре-
гуляторным ревматоидным фактором, на Fc 
фрагментах IgG человека до и после удаления 
модифицирующего агента было изучено мето-
дом торможения реакции агглютинации тани-
зированных нагруженных гомологичным IgG 
эритроцитов, вызванной регуляторным рев-
матоидным фактором. Эпитопы, распознавае-
мые регуляторным ревматоидным фактором, 
имевшиеся на Fc фрагментах после обработки 
модифицирующим агентом (Рисунок 2), не об-
наружены ни на полимерах Fc фрагментов IgG 

человека, содержащихся в первой фракции, ни 
на мономерах Fc фрагментов IgG человека, со-
держащихся во второй фракции, полученных 
эксклюзионной хроматографией на сорбен-
те Superdex 200 (Рисунок 2). В составе третьей 
фракции, содержащей модифицирующий агент, 
также не выявлено носителей неоэпитопов, рас-
познаваемых регуляторным ревматоидным фак-
тором (Рисунок 2). Таким образом, Fc фрагмен-
ты IgG несущие неоэпитопы, распознаваемые 
регуляторным ревматоидным фактором, утра-
тили данные эпитопы после удаления модифи-
цирующего агента из смеси с Fc фрагментами. 
Следовательно, модифицирующий агент необ-
ходим не только для формирования неоэпито-
пов, распознаваемых регуляторным ревматоид-
ным фактором, на Fc фрагментах IgG человека, 
но и их сохранения.

Исследование количества SH групп показа-
ло, что на Fc фрагментах IgG человека, несущих 
неоэпитопы, распознаваемые регуляторным 
ревматоидным фактором, приходится в среднем 
2,89±0,74 SH группы. После удаления модифи-
цирующего агента из смеси с Fc фрагментами 
IgG человека методом эксклюзионной хрома-
тографии на сорбенте Superdex 200 количество 
свободных сульфгидрильных групп на Fc фраг-
ментах IgG человека во фракции полимеров со-
ставило 0,43±0,18 SH группы на молекулу Fc, во 
фракции мономеров 0,11±0,05 SH групп на мо-
лекулу Fc фрагментов. Результаты представлены 
на Рисунке 3. Таким образом, утрата Fc фраг-
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Рисунок 2. Ингибирование агглютинации танизированных нагруженных IgG человека эритроцитов, вызванной 
регуляторным ревматоидным фактором, образцами Fc фрагментов IgG человека. Результаты представлены как 
среднее±SD. n- количество независимо полученных образцов. МА-модифицирующий агент. ЗФР –  забуферен-
ный физиологический раствор.
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ментами неоэпитопов, распознаваемых регуля-
торным ревматоидным фактором, после удале-
ния модифицирующего агента, сопровождается 
окислением сульфгидрильных групп.

ОБСУЖДЕНИЕ

Обнаружено, что очистить Fc фрагменты IgG 
от модифицирующего агента, необходимого для 
формирования на Fc фрагментах неоэпитопов, 
распознаваемых регуляторным ревматоидным 
фактором, можно методом эксклюзионной хро-
матографии на сорбенте Superdex 200. Удаление 
модифицирующего агента ведет к утрате неоэпи-
топов, распознаваемых регуляторным ревмато-
идным фактором на Fc фрагментах Ig G. Утрата 
неоэпитопов после удаления модифицирующего 
агента сопровождается окислением сульфги-
дрильных групп шарнирной области, имевшихся 
на Fc фрагментах, несущих неоэпитопы, распо-
знаваемые регуляторным ревматоидным факто-
ром. Так, если Fc фрагменты IgG экспонирую-
щие неоэпитопы содержат около 3 свободных 
SH групп, то после удаления модифицирующего 
агента и утраты неоэпитопов в среднем обнару-
живается менее 1 группы на молекулу Fc фраг-
ментов. Данный факт свидетельствует о том, что 
для сохранения на Fc фрагментах IgG неоэпи-
топов, распознаваемых регуляторным ревма-
тоидным фактором, должно поддерживаться 
восстановленное состояние остатков цистеина 
шарнирной области и использованный модифи-
цирующий агент создает необходимые для этого 

условия. Так как используемый модифицирую-
щий агент может при введении в организм вы-
зывать нежелательные реакции, необходим по-
иск такого модифицирующего агента, который 
обладает свойством индуцировать формирова-
ние неоэпитопов распознаваемых регуляторным 
ревматоидным фактором на Fc фрагментах, но 
безопасен для организма человека.

ВЫВОДЫ

1. Очистка Fc фрагментов IgG, несущих нео-
эпитопы, распознаваемые регуляторным ревма-
тоидным фактором, от модифицирующего аген-
та, необходимого для их формирования, ведет 
к утрате исследуемых неоэпитопов и потере Fc 
фрагментами иммуносупрессивных свойств.

2. Для сохранения на Fc фрагментах IgG не-
оэпитопов, распознаваемых регуляторным рев-
матоидным фактором, должно поддерживаться 
восстановленное состояние остатков цистеина 
шарнирной области и использованный моди-
фицирующий агент создает необходимые для 
этого условия.

(Работа выполнена в рамках научного проек-
та РФФИ № 18–315–00424, и поддержана Сти-
пендией Президента Российской Федерации 
№ СП-1630.2018.4)
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Fc fragments of IgG exposing neoepitopes recognized by the regulatory rheumatoid factor have the 
ability to suppress autoimmune reactions and reduce symptoms of rat collagen-induced arthritis. To in-
duce neoepitopes in Fc fragments of IgG a modifying agent is used. This modifying agent can cause un-
desirable reactions when introduced into the body. Therefore it is necessary to remove it after Fc frag-
ments modifying. The aim of the study was to fi nd out whether neoepitopes recognized by the regulatory 
rheumatoid factor remain on Fc fragments of IgG after removal of the modifying agent. It has been found 
that Fc IgG fragments can be purifi ed from a modifying agent by size exclusion chromatography on a Su-
perdex 200. Removal of the modifying agent leads to the loss of neoepitopes recognized by the regulatory 
rheumatoid factor on Fc IgG fragments. The loss of neoepitopes after the removal of the modifying agent 
is accompanied by the oxidation of the sulfhydryl groups of the hinge region which were present on Fc 
fragments carrying the neoepitopes. This fact suggests that in order to preserve on the Fc fragments of IgG 
neoepitope recognized by the regulatory rheumatoid factor the reduced state of cysteine residues of the 
hinge region must be maintained and the modifying agent used creates the necessary conditions for this.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время специфическая профи-
лактика сибиреязвенной инфекции в России 
и странах ближнего зарубежья осуществляется 
с использованием вакцины живой сибиреяз-
венной сухой для подкожного и скарификаци-
онного применения (серия 265, Киров). Зарубе-
жом существует две вакцины против сибирской 
язвы человека AVA (anthrax vaccine adsorbed), 
одобренная для использования в США, и AVP 
(anthrax vaccine precipitated), лицензированая 
в Великобритании. Обе они являются химиче-
скими вакцинами. Эффективность иммуни-
зации химическими вакцинами проводят на 
основании выявления токсиннейтрализующих 
антител. Однако через год после иммунизации 
химическими вакцинами у большинства людей 
в крови не детектируются специфические анти-
тела, а сыворотки серопозитивных доноров не 
способны нейтрализовать действие летального 
токсина (ЛТ) сибирской язвы [1, 2].

Попытки оценить иммунологическую эффек-
тивность иммунизации живой сибиреязвенной 

ОЦЕНКА ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ВАКЦИНАЦИИ ЛЮДЕЙ ПРОТИВ СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ
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Вакцинопрофилактика сибирской язвы в России проводится по эпидемиологическим показа-
ниям 1 раз в год с использованием живой сибиреязвенной вакцины. Основной проблемой являет-
ся отсутствие метода контроля иммунологической эффективности вакцинации. В статье проана-
лизированы гуморальный и клеточный специфический иммунитет у людей через 10–12  месяцев 
после иммунизации живой сибиреязвенной вакциной. Показано, что практически у всех вакци-
нированных доноров в сыворотках крови не были выявлены антитела к протективному антигену 
(ПА). Однако у всех вакцинированных за исключением одного донора в крови циркулировали 
Т- и В-лимфоциты, способные усиливать экспрессию активационных рецепторов и пролифера-
тивную активность лимфоцитов in vitro в присутствии ПА. Полученные данные позволяют пред-
положить, что в отдаленные сроки после вакцинации против сибирской язвы сохраняется специ-
фический клеточный иммунитет.
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вакциной не принесли успеха. В экспериментах 
на животных, привитых сибиреязвенной вакци-
ной, было показано, что титры антител сыворо-
ток их крови не соответствовали степени защи-
ты животных от сибиреязвенной инфекции и не 
коррелировали с напряженностью иммунитета. 
Среди иммунизированных живой сибиреязвен-
ной вакциной выявлялось 13% серонегативных 
доноров [1]. У серопозитивных доноров уро-
вень антител к ПА падал в течение 6 месяцев. 
Аналогичная картина наблюдалась у людей, пе-
реболевших сибирской язвой, в крови которых 
также долго не циркулировали специфические 
антитела [3].

На мышиной модели было показано, что за-
щита от сибиреязвенной инфекции зависит от 
высвобождения IFNγ Th1 клетками [4]. В связи 
с этим логично предположить, что в поддержа-
нии иммуннологической памяти участвует не 
только гуморальное звено иммунитета, но и кле-
точное. Вследствие этого возникает необходи-
мость в поиске новых методов оценки иммуно-
логической памяти после вакцинации людей 
против сибирской язвы. Одним из подходов мо-
жет стать оценка Т- и В-клеточного звена имму-
нитета.

Цель исследования –  проанализировать гумо-
ральный и клеточный иммунитет к возбудителю 
сибирской язвы у людей, иммунизированных 
вакциной сибиреязвенной живой сухой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

У доноров, многократно иммунизирован-
ных вакциной сибиреязвенной живой сухой для 
подкожного и скарификационного применения 
(серия 265, Киров), брали цельную кровь в ва-
куумные пробирки Vacuette (Greiner-Bio-One, 
Австрия) с лития гепарином для последующего 
выделения мононуклеаров и активатором свер-
тывания крови для получения сыворотки. Ин-
тервал между последней вакцинацией донора 
и включением его в исследование составлял 10–
12 месяцев. Контролем выступала группа доно-
ров (6 человек), не иммунизированных и ранее 
не болевших сибирской язвой.

Рекомбинантный белок ПА B. anthracis по-
лучали в системе экспрессии E. Coli штамма 
BL21(DE3), трансформированные экспресси-
онной плазмидой pET22b(+) (Novagen, Merck, 
США).

В сыворотках крови доноров определяли ти-
тры антител к ПА B. anthracis методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа [5].

Учет результатов производили на спектро-
фотометре Smart Spec Plus (BIO-RAD, США) 
при длине волны 492 нм.

Из гепаринизированной крови доноров выде-
ляли мононуклеарные клетки на градиенте плот-
ности Histopaque-1,077 (Sigma, США) с последу-
ющей инкубацией их в 96-луночном планшете. 
Для рестимуляции клеток в экспериментальные 
лунки вносили раствор ПА (10 мкг/ мл), в лунки 
отрицательного контроля вносили среду RPMI 
1640 (ПанЭко, Россия), а в лунки положитель-
ного контроля –  5 мкг/мл ConA (Sigma, США).

Для оценки пролиферативной активности 
лимфоцитов клетки предварительно окраши-
вали 6-карбоксифлуоресцеином диацетатом 
(CFSE) в соответствии с инструкцией произво-
дителя (BD eBioscience, США).

Фенотипирование лимфоцитов проводили 
с использованием моноклональных антител: 
для выявления субпопуляций Т-клеток –  CD3 
PerCP, CD4 PE, CD25 APC, CD69 FITC, СD30 
PE; для В-клеток –  CD19-APC, CD30 PE, CD69 
FITC (все производства eBioscience, США) в со-
ответствии с инструкцией производителя. Об-
разцы анализировали на проточном цитофлюо-
риметре FACSAria III (Becton Dickinson, США) 
с использованием программы BD FACSDiva.

Статистическую обработку результатов вы-
полняли с использованием пакета программ 
Exel 2013. Статистический анализ цитометриче-
ских данных проводили в программе BD FACS 
Diva (версия 8.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение антител к ПА
У 11 из 12 доноров, вакцинированных 10–

12 месяцев назад против сибирской язвы, в сы-
воротках крови не были выявлены антитела к ПА 
(Рис. 1). Только у одного донора титры антител 
составили 1:400.

Активация поверхностных маркеров
О количестве активированных Т- и В-лимфо-

ци тов в ответ на добавление к ним in vitro ПА 
судили на основании выявления количества 
CD69-по зи тив ных клеток (Табл. 1). У контроль-
ных (невакцинированных) доноров количество 
CD69+ или CD30+ В- и Т-лим фо ци тов при до-
бавлении в среду культивирования ПА не увели-
чивалось. Из 12-ти доноров у 4-х было выявле-
но увеличение активированных В-лим фо ци тов, 
и у 7-х –  Т-лим фо ци тов. Увеличение популяции 
активированных Т-лим фо ци тов происходило 
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только за счет Т-хел пе ров, но не цитотоксиче-
ских лимфоцитов. Сравнительный анализ коли-
чества CD69+ Т- и В-лим фо ци тов показал, что 
под влиянием ПА у всех доноров (за исключе-
нием одного № 8, вакцинированного 12 меся-
цев назад) происходила активация либо Т- либо 
В-лим фо ци тов. В присутствии ПА у 3-х доноров 
отмечали увеличение CD30+ В-лим фо ци тов, 
у 3-х –  CD30+ Т-лим фо ци тов.

Пролиферативная активность лимфоцитов
Под влиянием ПА происходило усиление про-

лиферативной активности Т-лим фо ци тов (у 9-ти 
вакцинированных доноров) и/или В-лим фо ци-

тов (у 6-ти доноров) (Рис. 2). Только у одного до-
нора (№ 8) не было выявлено усиления пролифе-
ративной активности лимфоцитов под влиянием 
ПА. Лимфоциты контрольной группы доноров 
не усиливали пролиферативную активность в от-
вет на добавление ПА в среду культивирования.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты наших исследований показали, 
что через 10–12 месяцев после иммунизации 
против сибирской язвы в сыворотках крови 
превалирующего большинства доноров не вы-
являются антитела к ПА, что соответствует мно-

Таблица 1. Уровень экспрессии молекул CD69, CD30 на поверхности В- и Т-лимфоцитов после стимуляции ПА

№ 
донора

Условия 
инкубирования

Субпопуляции 
Т-лимфоцитов,%

Субпопуляции 
В-лимфоцитов,%

CD3+CD4+ 
CD69+

CD3+CD8+ 
CD69+

CD3+CD4+ 

CD30+
CD3+CD8+ 

CD30+
CD19+CD69+ CD19+CD30+

1
Среда 1,6 1,8 1,4 1,8 6 3,6

ПА 2,3 2 3 2,6 26,3 9,4

2
Среда 3,3 2,4 1,3 1,3 1,2 2,1

ПА 3,4 2,9 1,9 2,6 5 7,1

3
Среда 1,7 1,6 1,5 1,3 4,1 2,3
ПА 4,4 2,4 1,9 1,5 5,3 2,7

4
Среда 2,1 1,9 1,7 1,2 3,2 2,1

ПА 7,3 2,7 4,8 1,7 5,5 4,1

5
Среда 3,6 3,4 1 1 5,2 1,5
ПА 7,8 3,7 1,5 1,5 6,7 2

6
Среда 1,1 1,9 1,4 1,9 7,8 5,3
ПА 2,8 2,2 1,8 2,1 14,4 5,3

7
Среда 2,8 2,8 1,3 1 6,1 3,3
ПА 7,3 3,6 1,9 1,7 7,2 5,1

8
Среда 2,1 2,2 2,2 2,3 7,1 5,1
ПА 3,7 2,4 2,4 12,3 8,5 7,2

9
Среда 6,8 3,5 1,7 1,6 8,1 4
ПА 7,2 4,5 2,3 1,9 12,5 5,9

10
Среда 1,4 2 1,6 1 2 3,9
ПА 13,2 2,1 2,1 1,6 2,5 4,4

11
Среда 0,7 1,2 1,4 1,8 2,4 2,3
ПА 10,3 1,7 2,7 2,5 2,8 2,5

12
Среда 1,5 1,3 2,2 1,2 3,9 3,2
ПА 16,2 1,8 5,6 1,9 4,3 3,6
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гочисленным исследованиям, проведенным ра-
нее [1]. В реакциях in vitro мы показали, что под 
влиянием ПА у всех вакцинированных доноров 
(за исключением 1 человека) происходит усиле-
ние экспрессии рецептора CD69 на поверхно-
сти Т- и В-лим фо ци тов, что свидетельствует об 

активации клеток. Об активации лимфоцитов 
свидетельствует также усиление их пролифе-
ративной активности в присутствии ПА. У 75% 
вакцинированных доноров происходило усилен-
ное деление Т-лимфоцитов, а у 50% доноров –  
В-лимфоцитов. Активация Т- и В-лимфоци тов 

Рисунок 1. Титры антител IgG к протективному антигену в сыворотке крови доноров, через 10–12 месяцев после 
иммунизации вакциной сибиреязвенной живой сухой.

Рисунок 2. Пролиферативная активность лимфоцитов в ответ на их активацию ПА in vitro у доноров, через 10–12 
месяцев после иммунизации вакциной сибиреязвенной живой сухой.
Примечание: А –  пример однопараметрических цитофлюорограмм, отражающих пролиферативную активность Т-лим-
фо ци тов донора № 12; В –  коэффициент пролиферативной активности лимфоцитов в ответ на их активацию ПА (По оси 
ординат k –  соотношение количества пролиферирующих лимфоцитов, активированных ПА, к количеству пролифери-
рующих лимфоцитов в среде, по оси абсцисс –  доноры. Положительный контроль –  среднее значение k пролиферирую-
щих лимфоцитов в присутствии ConA. Отрицательный контроль –  среднее значение k пролиферирующих лимфоцитов 
контрольной группы в присутствии ПА).
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под действием ПА, по всей видимости, свиде-
тельствует о наличии в крови специфических Т- 
и В- клеток памяти, способных запускать каскад 
иммунных реакций в ответ на взаимодействие 
со антигеном [6, 7].

В норме у здоровых людей СD30 молекула 
экспрессируется на поверхности небольшого 
процента Т-лимфоцитов (0–2%). СD30 рецептор 
является ко-стимулирующим рецептором, спо-
собствующему активации Т-клеток преимуще-
ственно по Th2 пути [8]. В наших эксперимен-
тах было выявлено усиление экспрессии СD30 
молекулы на поверхности лимфоцитов у пяти 
доноров, что позволяет предположить о гетеро-
генном пути направленности иммунного ответа 
в общей популяции людей.

Таким образом, в отдаленные сроки после 
иммунизации живой сибиреязвенной вакци-
ной в крови у людей циркулируют Т- и В-лим-
фоциты, способные к быстрому запуску иммун-
ных реакций. У людей, переболевших сибирской 
язвой, наблюдается аналогичная картина: в от-
даленные сроки после инфекции в крови не 
обнаруживаются специфические антитела, но 
длительное время сохраняется Th1 клетки, спо-
собные отвечать на антигены B. anthracis [9].

Анализ когорты сельскохозяйственных рабо-
чих, ранее зараженных кожной формой сиби-
реязвенной инфекции, показал наличие CD4+ 
Т-лим фо цитов памяти к антигенам B. anthracis. 
Длительные наблюдения показали, что несмо-
тря на продолжение работы в эндемичных по 
сибирской язве районах, у этих людей реинфек-
ция практически не наблюдается [10, 11].

Таким образом, несмотря на отсутствие спе-
цифических антител у людей сохраняется по-
ствакцинальный клеточный противосибире-
язвенный иммунитет, о чем свидетельствуют 
выявляемые в реакции in vitro специфические 
Т- и В-лим фо ци ты, способные быстро активи-
роваться под влиянием ПА.

ВЫВОДЫ

1. Через 10–12 месяцев после иммунизации 
живой сибиреязвенной вакциной практически 
у всех доноров в сыворотках крови не выявля-
ются антитела к ПА.

2. Через 10–12 месяцев после иммунизации 
живой сибиреязвенной вакциной практически 
у всех доноров в крови циркулируют Т- и/или 
В-лимфоциты, способные усиливать пролифе-
рацию под влиянием ПА и/или усиливать экс-
прессию активационного CD69 рецептора на 
поверхности клеток.

3. В отдаленные сроки после вакцинации 
у людей сохраняется клеточный противосиби-
реязвенный иммунитет.

Работа выполнена в рамках Отраслевой про-
граммы Роспотребнадзора.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время для базисной терапии яз-
венного колита (ЯК) используют производные 
5-аминосалициловой кислоты (5-АСК), глю-
кокортикоиды, цитостатики, антицитокино-
вые и др. препараты с различным механизмом 
противовоспалительного действия и обладаю-
щие широким спектром побочных эффектов: 
головная боль, слабость, лихорадка, диспепсия, 

агранулоцитоз, нарушения всасывания фолие-
вой кислоты, развитие резистентности к тера-
пии. В связи с этим, актуальным и востребован-
ным в клинической практике является поиск, 
разработка состава и обоснование применения 
новых лекарственных средств. В частности, ин-
терес представляет витамин D3, обладающий 
противовоспалительным, иммуностимулирую-
щим действием, его положительный эффект 
был описан при других аутоиммунных заболе-
ваниях, таких как сахарный диабет I типа, рев-
матоидный артрит, системная красная волчанка 
и др. [1, 2].

Известно, что при ряде аутоиммунных забо-
леваний, в том числе воспалительных заболе-
ваниях кишечника, уровень IgG и IgM возрас-
тает, что имеет значение в прогрессировании 
и тяжести течения ЯК и рассматривается как 
один из ключевых этапов патогенеза [3]. Пола-
гаем, что определение уровня IgM и IgG в сыво-
ротке при экспериментальном ЯК, в том числе 

КОНЦЕНТРАЦИЯ IgG И IgM ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 
ЯЗВЕННОМ КОЛИТЕ В УСЛОВИЯХ ПРИМЕНЕНИЯ 

РЕКТАЛЬНЫХ СУППОЗИТОРИЕВ С ВИТАМИНОМ D3
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Базисная терапия язвенного колита (ЯК) включает производные 5-аминосалициловой кислоты 
(5-АСК), глюкокортикоиды и др. средства, которые имеют побочные эффекты, ограничивающие 
их применение, в связи с этим необходим поиск и обоснование применения новых средств фар-
макотерапии. Цель работы –  изучить влияния ректальных суппозиториев с витамином D3 на кон-
центрацию в сыворотке IgG и IgM при экспериментальном ЯК. Работа выполнена на 70 крысах 
линии Wistar. ЯК моделировали ректальным введением 3% раствора оксазолона. Водный раствор 
витамина D3 в составе ректальных суппозиториев оригинального состава на основе полиэтилен-
гликоля применяли каждые 12 часов, в группе сравнения по той же схеме применяли ректальные 
суппозитории с 5-АСК. Концентрацию в сыворотке IgG и IgM определяли иммуноферментным 
методом с помощью специфических тест-систем на 2, 4 и 6 сутки эксперимента. В ходе работы 
была выявлено статистически значимое снижение концентрации иммуноглобулинов в условиях 
применения ректальных суппозиториев с витамином D3 на 4 и 6 сутки экспериментального яз-
венного колита.
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в условиях применения ректальных суппозито-
риев с 5-АСК, ректальных суппозиториев с ви-
тамином D3 позволит, во-первых, проанали-
зировать роль B-клеточного звена иммунитета 
в патогенезе ЯК, во-вторых, даст провести срав-
нительную оценку влияния витамина D3 на гу-
моральные факторы адаптивного иммунитета 
и рассматривать его как потенциальный тера-
певтический агент при ЯК.

Цель работы. Провести сравнительный ана-
лиз влияния витамина D3 в составе ректальных 
суппозиториев на концентрацию в сыворотке 
IgG, IgM при экспериментальном ЯК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Рабoта выпoлнена на 70 белых крысах линии 
Wistar массой 240–260 г. Сформировано 4 груп-
пы: I (n=7) –  интактный контроль; II (n=21) –  
животные с ЯК; III (n=21) –  животные с ЯК 
в условиях применения каждые 12 часов рек-
тальных суппозиториев с 5-АСК; IV (n=21) –  
животные с ЯК в условиях применения каждые 
12 часов ректальных суппозиториев на основе 
полиэтиленгликоля с 10% водным раствором 
витамина D3 оригинального состава (тема охра-
носпособна). ЯК моделировали двухэтапным 
ректальным введением 3% оксазолона («Sigma-
aldrich», USA). На первом этапе модели прово-
дили накожную сенсибилизацию животного 
нанесением на предварительно выбритую меж-

лопаточную область 150 мкл 3% раствора окса-
золона предварительно растворенного в 100% 
этиловом спирте. Второй этап заключался в рек-
тальном введении на глубину 7–8 см 3% раство-
ра оксазолона предварительно растворенного 
в 50% этиловом спирте. Верификацию ЯК осу-
ществляли с помощью морфологических и кли-
нических методов. Исследования проводили на 
2, 4 и 6 сутки от индукции ЯК. Концентрации 
IgG и IgM в сыворотке определяли с приме-
нением специфических для крыс тест-систем 
фирмы «ELISA Kit» (Китай) с помощью авто-
матического иммуноферментного анализатора 
«Personal LAB» (Италия). Данные обрабатывали 
с помощью пакета программ «Statistica 10.0 for 
Windows» с использованием непараметрических 
критериев Крас кел ла-Ман на-Уит ни, Вальда 
Вольфовитца, Кол мо го ро ва-Смир но ва. Отли-
чия между группами считали статистически зна-
чимыми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что при экспериментальном 
ЯК концентрация в сыворотке IgM возрастает 
на 2, 4, 6 сутки наблюдения и достигает макси-
мальных значений на 6 сутки, концентрация 
IgG в сыворотке возрастает на 2, 4 и 6 сутки 
наблюдения с максимумом на 4 сутки (Табли-
ца 1). Применение при экспериментальном ЯК 
базисной терапии –  ректальных суппозиториев 

Таблица 1. Содержание иммуноглобулинов в сыворотке при экспериментальном язвенном колите и в условиях 
применения ректальных суппозиториев с витамином D3 (Me(Q25-Q75))

Показатели Ig G, г/л Ig M, г/л

Группа 1 Интактные (n=7) 3,23(3,05–7,27) 12,71(11,82–17,64)

Группа 2а ЯК 2 сутки (n=7) 10,51(10,32–10,67)* 29,98(29,63–60,58)*

Группа 2b ЯК 4 сутки (n=7) 11,69(10,84–33,33)* 32,45(31,39–35,62)*

Группа 2c ЯК 6 сутки (n=7) 10,58(10,51–16,66)* 34,22(29,63–34,92)*

Группа 3a ЯК+5-АСК 2 сутки (n=7) 6,66(3,36–8,41)# 25,05(25,05–25,04)*#

Группа 3b ЯК+5-АСК 4 сутки (n=7) 7,01(4,48–8,06)$ 22,57(20,46–23,99)*$

Группа 3c ЯК+5-АСК 6 сутки (n=7) 6,31(5,01–7,79)& 20,81(20,81–21,87)*&

Группа 4a ЯК+VD3 2 сутки (n=7) 9,81(8,23–10,15)* 27,16(26,45–27,16)*

Группа 4b ЯК+VD3 4 сутки (n=7) 5,26(4,13–8,41)$ 21,52(21,16–21,52)*$

Группа 4c ЯК+VD3 6 сутки (n=7) 9,54(7,53–9,63)*& 20,46(15,52–21,87)&

Примечание: *- статистически значимые различия (p<0,05) с группой интактных животных; # –  статистически значимые 
различия (p<0,05) с группой ЯК на 2 сутки; $ –  статистически значимые различия (p<0,05) с группой ЯК 4 сутки; & –  ста-
тистически значимые различия (p<0,05) с группой ЯК на 6 сутки;
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с 5-АСК –  приводит к снижению концентрации 
в сыворотке IgM на 2, 4 и 6 сутки с максималь-
ной выраженностью эффекта на 6 сутки наблю-
дения; концентрация IgG в сыворотке снижает-
ся на 2, 4 и 6 сутки наблюдения с максимальной 
выраженностью эффекта на 6 сутки экспери-
мента (Таблица 1). Отметим, что концентрация 
IgG достигает значений в группе интактных жи-
вотных на 6 сутки. Концентрация IgM не дости-
гает значений в группе интактных животных во 
все сроки наблюдения.

Нами разработан состав и проведен комплекс 
фармакотехнологических исследований новой 
лекарственной формы с витамином D3 –  рек-
тальных суппозиториев (тема охраноспособна). 
Применение у крыс ректальных суппозиториев 
с витамином D3 приводит к снижению концен-
трации в сыворотке IgM на 4 и 6 сутки наблю-
дения, с максимальным эффектом на 6 сутки. 
Концентрация IgG в сыворотке снижается на 4 
и 6 сутки, с максимальным эффектом на 4 сутки 
эксперимента (Таблица 1).

ОБСУЖДЕНИЕ

При экспериментальном ЯК установлено по-
вышение концентрации в сыворотке IgG и IgM, 
что отражает роль Th2-завимого иммунного от-
вета в патогенезе повреждения клеток слизи-
стой оболочки толстого кишечника. Известно, 
что CXCL8, ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-8 и др. цито-
кины активируют миграцию, адгезию, деграну-
ляцию, генерацию активных форм кислорода 
в фагоцитах, хемотаксис Т-лимфоцитов, диф-
ференцировку В-клеток, секрецию иммуногло-
булинов, подавление Тh1-зависимых реакций, 
что сопровождается деструктивными измене-
ниями слизистой оболочки толстого кишечни-
ка, локальными и системными клиническими 
проявлениям при ЯК [4].

Продемонстрированный нами при экспери-
ментальном ЯК иммунотропный эффект 5-АСК 
в виде снижения продукции иммуноглобулинов 
при локальном применении отражает известный 
механизм подавления продукции провоспали-
тельных медиаторов, включая лейкотриены, 
ин тер лей кин-1β, 6, ИЛ-8, ФНО-α, миграции 
и киилинговых функций фагоцитов, снижение 
Th2-за ви си мых реакций [5].

Новыми являются сведения об иммуномоду-
лирующих свойствах витамина D3 в составе рек-
тальных суппозиториев при ЯК. Полагаем, что 
данный факт обусловлен участием витамина D3 
в регуляции пролиферации и дифференциров-

ки клеток, в том числе, иммунокомпетентных 
клеток. Открытие рецепторов для витамина D3 
(VDR) на клетках иммунной системы (активи-
рованных Т-лим фо цитах, макрофагах, незре-
лых лимфоцитах тимуса и зрелых CD8-клет ках) 
предполагает его участие в функционировании 
иммунной системы, реализации иммунного от-
вета, в том числе при патологии [6]. Показано, 
что витамин D3 непосредственно модулирует 
пролиферацию Т-лим фо ци тов, подавляет раз-
витие Th17-кле ток, замедляет дифференцировку 
В-кле ток-пред шест вен ни ков в плазматические 
клетки, ингибирует продукцию Th1-ас со ции-
ро ван ных цитокинов и молекул (CD40, CD80 
и CD86).

Полученные результаты расширяют сведе-
ния об иммунотропных свойствах витамина D3 
при локальном применении в составе ректаль-
ных суппозиториев при ЯК. Данное исследова-
ние является фрагментом комплексной работы 
по доклиническому изучению и патогенетиче-
скому обоснованию применения ректальных 
суппозиториев с витамином D3 при воспали-
тельных заболеваниях кишечника.

ВЫВОДЫ

1. При экспериментальном язвенном ко-
лите, индуцированном ректальным введением 
оксазолона, в сыворотке крыс увеличивается 
концентрация IgG и IgM на 2, 4 и 6 сутки экспе-
римента. Применение при экспериментальном 
язвенном колите ректальных свечей с 5-амино-
салициловой кислотой приводит к снижению 
концентрации IgM и IgG на 2, 4 и 6 сутки.

2. Применение при экспериментальном яз-
венном колите витамина D3 в составе ректаль-
ных суппозиториев оригинального состава при-
водит к снижению концентрации IgG и IgM 
в сыворотке на 4 и 6 сутки, сопоставимому с та-
ковым после применения стандартной терапии 
с 5-ами но салициловой кислотой.
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Basic therapy of ulcerative colitis (UC) includes 5-aminosalicylic acid derivatives (5-ASA), glucocor-
ticoids, and other drugs that have side eff ects that limit their use, therefore, the search for and justifi cation 
of the use of new drugs for pharmacotherapy is necessary. The aim of the work is to study the eff ects of 
rectal suppositories with vitamin D3 on serum IgG and IgM concentrations in experimental UC. Work 
performed on 70 Wistar rats. UC was modeled in two stages: 1 –  skin sensitization of an animal with a 
3% oxazolone solution, 2 –  rectal administration of 3% oxazolone. An aqueous solution of vitamin D3 
in the composition of rectal suppositories of the original composition based on polyethylene glycol was 
used every 12 hours; in the comparison group, rectal suppositories with 5-ASA were used in the same 
way. The serum concentration of IgG and IgM was determined by ELISA using specifi c test systems on 
days 2, 4 and 6 of the experiment. The work revealed a statistically signifi cant decrease in the concentra-
tion of immunoglobulins in terms of the use of rectal suppositories with vitamin D3 on days 4 and 6 of 
experimental ulcerative colitis.
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ВВЕДЕНИЕ

Необходимость изучения особенностей изме-
нения состояния здоровья детского населения 
и закономерностей формирования иммуноо-
посредованных нарушений, связанных с воздей-
ствием факторов внешнесредового окружения, 
определяются повышенной чувствительностью 

к измененным условиям среды обитания, ко-
торые способны инициировать патологиче-
ские процессы, затрагивающие структурную 
и функциональную целостность иммунной си-
стемы [1, 2].

В районах стронциевых геохимических про-
винций, отличающихся повышенным содержа-
нием солей стабильного стронция в подземных 
источниках водоснабжения, у населения вы-
являются в первую очередь нарушения мине-
рального обмена и патология костной системы. 
В то же время иммунная система принимает 
активное участие в регуляции физиологических 
функций и посредством цитокиновых медиато-
ров может оказывать существенное воздействие 
на развитие патологических процессов, в том 
числе и в костной системе [3, 4].

Цель исследования – анализ особенностей 
спонтанного и индуцированного синтеза ци-
токинов ex vivo у детей в условиях экспозиции 
стронцием.

ОСОБЕННОСТИ ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ EX VIVO У ДЕТЕЙ 
В УСЛОВИЯХ ЭКСПОЗИЦИИ СТРОНЦИЕМ

© 2019 г.      К. Г. Старкова*,  Е. А. Отавина
*E-mail: skg@fcrisk.ru

ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления 
рисками здоровью населения», Пермь, Россия
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Проведен анализ особенностей спонтанной и индуцированной продукции цитокинов ex vivo 
у детей в условиях экспозиции стронцием. Определяли уровни спонтанной, индуцированной 
митогеном (фитогемагглютинин 4 мкг/мл, конкавалин А 4 мкг/мл, липополисахарид 2 мкг/мл) 
и стронцием (0,01 мг/мл) продукции цитокинов в супернатантах цельной периферической крови 
детей, проживающих в эндемичной зоне экспозиции стабильным стронцием, методом иммуно-
ферментного анализа. При сравнении спонтанной продукции цитокинов клетками перифериче-
ской крови детей группы наблюдения показано достоверное снижение уровня IL-12 в 3,1 раза, 
TNF-α в 5,6 раза относительно группы сравнения и отсутствие различий по спонтанному синтезу 
IL-6, IL-10, IL-17, GM-CSF. В условиях индуцирующего воздействия стронция выявлено сниже-
ние продукции TNF-α, IL-6, IL-12, IL-17, GM-CSF в 5,0, 1,7, 2,4, 1,6, 5,0 раз соответственно при 
общем стимулирующем влиянии металла на показатели группы наблюдения, IL-6 в 133,1 раза, 
IL-12 в 1,4 раза, GM-CSF в 2,2 раза, TNF-α в 1,8 раза. Полученные данные указывают на мо-
дулирующее влияние стронция в отношении продукции цитокинов в культурах цельной крови 
с преимущественно активирующим воздействием на медиаторы провоспалительного действия 
IL-6, IL-12, GM-CSF, TNF-α и одновременным угнетением экспрессии Th1-цитокинов.

Ключевые слова: иммунная регуляция, цитокины, стронций
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Группу наблюдения составили 15 детей в воз-
расте от 6 до 11 лет, проживающие в эндемич-
ной зоне Пермского края с повышенным со-
держанием стабильного стронция в подземных 
водах. Группа сравнения представлена 16 деть-
ми с условно чистой территории. Группы были 
сопоставимы по полу, возрасту и соматической 
заболеваемости.

Исследование содержания стронция в пробах 
крови выполняли методом масс-спектромет-
рии с индуктивно связанной плазмой на масс-
спектрометре Agilent 7500сх (Agilent Technologies 
Inc., США) в соответствии с МУК 4.1.3230–14.

Для исследования непосредственного влия-
ния стронция на иммунную регуляцию оце-
нивали экспрессию выработки цитокинов 
интерлейкина (IL)-6, IL-10, IL-12, IL-17, грану-
ло ци тарно-мак ро фа галь ного колониестимули-
рующего фактора GM-CSF, фактора некроза 
опухолей (TNF)-α в условиях ex vivo с использова-
нием наборов «Ци то кин-сти мул» (ЗАО «Век тор-
Бест», Россия). Определяли уровни спонтанной, 
индуцированной митогеном (фитогемагглюти-
нин 4 мкг/мл, конкавалин А 4  мкг/ см³, липопо-
лисахарид 2 мкг/см³) и стронцием (0,01 мг/см³) 
продукции цитокинов в супернатантах цельной 
периферической крови методом иммунофер-
ментного анализа c использованием тест-сис-
тем ЗАО «Век тор-Бест» (Россия) на анализаторе 
«Elx808IU» (BioTek, США).

Статистическую обработку результатов про-
водили методом вариационной статистики 
с расчетом среднего арифметического (М) и его 
стандартной ошибки (m). Достоверность разли-
чий при сравнении групп по количественным 
признакам оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента. Различия между группами считали 
достоверными при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты химико-аналитического иссле-
дования показали повышенные концентрации 
стронция в крови обследованных детей, досто-
верно превосходящие уровни в группе сравнения, 
кратность различий составила в среднем в 3,8 раза 
(0,13±0,015 мкг/см³ и 0,034±0,006 мкг/ см³ со-
ответственно, р=0,000; референтный интервал 
0,01–0,077 мкг/см³).

В условиях эксперимента ex vivo (Таблица1) 
выявлены особенности влияния экспозиции 
стронцием на продукцию цитокинов. При оцен-
ке спонтанного синтеза медиаторов клетками 

периферической крови детей установлено до-
стоверное снижение продукции TNF-α относи-
тельно группы сравнения в 5,6 раза (р=0,008). 
Под воздействием стронция наблюдалось повы-
шение концентрации данного цитокина в обеих 
группах, однако в группе наблюдения индуци-
рованная стронцием продукция TNF-α была до-
стоверно ниже в 5,0 раз (р=0,001).

Спонтанный уровень IL-12 также достовер-
но снижался относительно показателей группы 
сравнения в 3,1 раза (р=0,002), в условиях ин-
дуцирующего влияния стронция в группе на-
блюдения показан стимулирующий эффект при 
достоверно более низком в 2,4 раза уровне от-
носительно группы сравнения (р=0,048).

Кроме того, в обследуемой группе индуци-
рованная стронцием продукция IL-6 была сни-
жена относительно группы сравнения в 1,7 раза 
(р=0,047), при этом в присутствии стронция от-
мечено возрастание секреции цитокина в обеих 
группах, а кратность стимуляции IL-6, наряду 
с TNF-α, превышала данный показатель всех ис-
следованных цитокинов.

Отсутствовали достоверные различия в спон-
танной продукции и влияние стронция на син-
тез IL-10, хотя отмечена тенденция к снижению 
данного цитокина относительно группы срав-
нения в 1,6 и 1,5 раза соответственно.

Также показано уменьшение индуцирован-
ной стронцием продукции IL-17 в группе наблю-
дения при соотнесении со спонтанным уровнем 
и группой сравнения (в 1,6 раза, р=0,000), по-
казатели которой достоверно не изменялись 
в условиях инкубации с металлом.

Отмечен стимулирующий эффект стронция 
на синтез GM-CSF, более выраженный в груп-
пе сравнения, кратность стимуляции составила 
в 18,7 раз против повышения в 2,2 раза в груп-
пе наблюдения, показана достоверность раз-
личий в уровне продукции цитокина в 5,0 раз 
(р=0,018).

В условиях митогенной стимуляции показано 
достоверное возрастание продукции исследо-
ванных цитокинов как в группе наблюдения, так 
и в группе сравнения, что указывает на высокую 
функциональную активность и цитокинпродуци-
рующий потенциал клеток периферической крови 
обследованных детей. Так, в группе наблюдения 
кратность повышения индуцированного мито-
геном синтеза IL-6 относительно спонтанной 
продукции составила в 28,0 раз (р=0,000), IL-12 
в 13,5 раза (р=0,000), IL-17 в 17,1 раза (р=0,008), 
IL-10 в 14,5 раз (р=0,000), GM-CSF в 14,8 раза 
(р=0,005), TNF-α в 1121,1 раза (р=0,002).
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В условиях воздействия стронция отмечено 
преимущественное влияние на показатели груп-
пы наблюдения, имеющей предварительную сен-
сибилизацию к металлу. Все эффекты в отноше-
нии исследуемых медиаторов имели выраженную 
стимулирующую направленность за исключением 
продукции IL-17, которая в присутствии строн-
ция достоверно снижалась в 1,6 раза (р=0,045), 
и отсутствия воздействия на синтез IL-10. По-
казано индуцированное стронцием повышение 
концентрации IL-6 в 133,1 раза (р=0,001), IL-12 
в 1,4 раза (р=0,030), GM-CSF в 2,2 раза (р=0,013), 
TNF-α в 1,8 раза (р=0,047).

ОБСУЖДЕНИЕ

Иммунная система, определяя в значитель-
ной степени адаптационный потенциал орга-
низма, оказывает регулирующее влияние как на 
физиологические, так и патологически протека-
ющие процессы. В частности, нарушение обмена 

костной ткани может индуцироваться в условиях 
дисбаланса про- и противовоспалительных цито-
киновых медиаторов, связанного с повышенной 
активностью иммунокомпетентных клеток [5, 6]. 
Стронций смещает вектор регуляции в сторо-
ну активации провоспалительного компонента, 
таким образом формируя патологические тен-
денции развития иммуноопосредованных нару-
шений здоровья в условиях хронического воз-
действия.

В то же время соединения стронция рассма-
триваются как потенциальные противоспали-
тельные факторы, механизм действия которых 
реализуется, в том числе, через снижение про-
воспалительной активности цитокинов [7, 8]. 
Многие исследования направлены на изучение 
применения стронция (стронция ренелата) в ма-
лых дозах в качестве перспективной терапии при 
различных видах патологических процессов, та-
ких как язвенный колит, цистит, аллергический 

Таблица 1. Спонтанная и индуцированная продукция цитокинов клетками периферической крови детей (экспе-
римент), пг/см3

Показатель продукции цитокинов Группа наблюдения Группа сравнения р1 р2 р3

IL-6

Спонтанная 542,07±127,52 658,56±102,72 0,480 - -

Индуцированная митогеном 15160,0±2290,24 10628,13±1331,90 0,078 0,000 0,000

Индуцированная стронцием 72173,33±17582,16 120750,0±15626,75 0,047 0,001 0,000

IL-12

Спонтанная 19,21±3,77 57,28±10,28 0,002 - -

Индуцированная митогеном 259,49±42,54 336,89±79,48 0,365 0,000 0,006

Индуцированная стронцием 26,58±5,33 63,78±16,58 0,048 0,030 0,742

IL-17

Спонтанная 2,45±0,40 2,17±0,25 0,545 - -

Индуцированная митогеном 41,98±11,70 30,56±5,46 0,330 0,008 0,000

Индуцированная стронцием 1,52±0,142 2,37±0,08 0,000 0,045 0,435

IL-10

Спонтанная 5,39±0,63 8,37±1,35 0,060 - -

Индуцированная митогеном 78,32±11,45 50,19±5,95 0,025 0,000 0,000

Индуцированная стронцием 8,03±1,46 11,74±5,26 0,515 0,102 0,567

GM-CSF

Спонтанная 3,34±1,03 1,98±0,48 0,230 - -

Индуцированная митогеном 49,35±13,14 19,90±2,73 0,012 0,005 0,000

Индуцированная стронцием 7,35±1,94 37,07±11,35 0,018 0,013 0,007

TNF-α

Спонтанная 8,80±2,175 49,10±12,45 0,008 - -

Индуцированная митогеном 9865,89±2249,81 9428,56±1434,28 0,865 0,002 0,000

Индуцированная стронцием 15,88±3,783 78,64±16,03 0,001 0,047 0,101

Примечание: р1 –  достоверность межгрупповых различий относительно группы сравнения, р2 –  достоверность различий 
относительно спонтанной продукции в группе наблюдения, р3 –  достоверность различий относительно спонтанной 
продукции в группе сравнения.
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ринит, костная резорбция. Известно, что осо-
бенности специфических эффектов стронция 
в значительной степени определяются дозой 
воздействия. При этом низкие уровни строн-
ция способны стимулировать пролиферацию 
и остеогенез, тогда как высокие концентрации 
ингибируют дифференцировку и способству-
ют апоптозу мезенхиальных стволовых клеток, 
нарушая процессы костного ремоделирования, 
в значительной степени опосредованного цито-
кинами [9, 10].

ВЫВОДЫ

1. Результаты исследования указывают на 
возможность модулирующего влияния стронция 
на продукцию цитокинов в культуре цельной 
крови, причем иммунокомпетентные клетки об-
следованных детей группы наблюдения облада-
ли высоким функциональным потенциалом при 
неспецифической стимуляции митогеном.

2. Особенности сенсибилизирующего эф-
фекта стронция связаны с активирующим воз-
действием на цитокины, обладающие провоспа-
лительными свойствами (IL-6, IL-12, GM-CSF, 
TNF-α), и могут участвовать в формировании па-
тологических тенденций иммунной регуляции.

3. Стимулирующее действие стронция в от-
ношении провоспалительных цитокинов в груп-
пе с предварительной сенсибилизацией было 
выражено в достоверно меньшей степени, чем 
в культурах цельной крови группы сравнения, 
что указывает на действие компенсаторных адап-
тивных механизмов, учитывая влияние строн-
ция на процессы ремоделирования костной тка-
ни и участие цитокинов в иммунной регуляции 
остеометаболизма.
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FEATURES OF CYTOKINE PRODUCTION EX VIVO IN CHILDREN 
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The features of spontaneous and induced synthesis of cytokines ex vivo in children under strontium 
exposure were analyzed. The levels of spontaneous, mitogen-induced (phytohemagglutinin 4 μg/ml, 
concavalin A 4 μg/ml, lipopolysaccharide 2 μg/ml) and strontium (0.01 mg/ml) cytokine production in 
supernatants of whole peripheral blood of children living in the endemic area of stable strontium exposure 
were determined by enzyme immunoassay. When compared to the spontaneous production of cytokines 
by peripheral blood cells of children in the observation group, we revealed a signifi cant decrease in IL-12 
levels by 3.1 times, TNF-α by 5.6 times regarding the comparison group and the absence of diff erences 
in the spontaneous synthesis of IL-6, IL-10, IL-17, GM-CSF. Under the conditions of inducing eff ect 
of strontium, a decrease in production of TNF-α, IL-6, IL-12, IL-17, GM-CSF was found to be by 5.0, 
1.7, 2.4, 1.6, 5.0 times, respectively, at the overall stimulating eff ect of the metal on the indicators of the 
observation group, IL-6 by 133.1 times, IL-12 by 1.4 times, GM-CSF by 2.2 times, TNF-α by 1.8 times. 
The data obtained indicate a modulating eff ect of strontium on cytokine production in whole blood cul-
tures with a predominantly activating eff ect on mediators of the pro-infl ammatory action of IL-6, IL-12, 
GM-CSF, TNF-α.
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ВВЕДЕНИЕ

Toll-подобные рецепторы (TLR) играют важ-
ную роль в индукции и регуляции врожденной 
иммунной системы или адаптивных иммунных 
реакций как в норме, так и при различных пато-
логиях, в том числе при ревматоидном артрите 
(РА). Вклад Toll-подобных рецепторов в разви-
тие RA подтверждается различными исследова-
ниями, так например показано, что синовиаль-
ные фибробласты пациентов с РА конститутивно 
экспрессируют TLR1–6, и было продемонстри-
ровано, что TLR2, 3, 4 и 7 активируются в си-
новиальной ткани РА по сравнению с таковой 
у пациентов с остеоартрозом и здоровых кон-
трольных пациентов [1]. Активация TLR2 в сино-

виальных фибробластах у больных РА приводила 
к увеличению продукции большого количества 
провоспалительных цитокинов, усиление синте-
за матриксных металлопротеиназ [2]. Поскольку 
уровень экспрессии и сила связывания с лиган-
дами за счет аминокислотных замен в распозна-
ющем домене находятся под влиянием генетиче-
ского полиморфизма соответствующих генов [3], 
то его изучение является перспективным для 
формирования иммуногенетического профиля 
больных ревматоидным артритом.

Ген TLR2 локализован на 4 хромосоме 4q32. 
Известно приблизительно 89 SNPs, одним из 
наиболее изучаемых в виду функциональной 
значимости, является функциональный вариант 
TLR2, состоящий из замены G/A в нуклеотиде 
2258 (rs5743708, G2258A), в результате чего про-
исходит аминокислотная замена аргинина (Arg) 
глутамином (Gln) в позиции 753 белка, кото-
рая может быть связана с нарушением функции 
TLR2 и нарушением иммунного ответа [4].

Цель: оценить распределение аллелей и гено-
типов SNP полиморфизма 2258 G/A (Arg753Gln) 
TLR2 в группах больных ревматоидным ар-
тритом и условно здоровых лиц русской попу-
ляции.

ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПОЛИМОРФИЗМ ТОЛЛ-ПОДОБНОГО 
РЕЦЕПТОРА 2 У БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ 

РУССКОЙ ПОПУЛЯЦИИ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ
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В работе приведены результаты исследования по распределению частот встречаемости алле-
лей и генотипов однонуклеотидного полиморфизма 2258 G/A (Arg753Gln) TLR2 у больных рев-
матоидным артритом русской популяции Челябинской области. Генотипирование осуществлено 
аллель-специфической ПЦР с последующей детекцией результатов в 3% агарозном геле. Показа-
но, что у больных РА повышена частота встречаемости аллеля 2258*A и гетерозиготного геноти-
па G/A TLR2 и снижена частота гомозиготного генотипа по предковому аллелю. Установленная 
значимость однонуклеотидного полиморфизма 2258 (Arg753Gln) TLR2 для формирования устой-
чивости/предрасположенности к РА у русских Челябинской области подтверждается сверхдоми-
нантной и доминантной моделям наследования.

Ключевые слова: TLR2, ревматоидный артрит, модели наследования, генетический поли-
морфизм
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа относится к ретроспективному типу 
исследований «случай-контроль». Исследуе-
мые группы – 74 больных РА, 95 практически 
здоровых лиц русской популяции [5]. В группу 
контроля входили потенциальные доноры ство-
ловой клетки ГБУЗ «Челябинская областная 
станция переливания крови». Принадлежность 
к популяционной группе оценивалась соглас-
но рекомендациям Международного Уоркшо-
па (1980г, Лос-Анджелес, США). Определение 
SNP в полиморфном сайте 2258 (rs5743708, 
G2258A) TLR2 проводилось ал лель-спе ци фи-
чес кой ПЦР реактивами ООО НПФ «Литех» 
(г. Москва) с последующей УФ-де тек ци ей ре-
зультатов в 3% агарозном геле.

Статистическая обработка. В исследовании 
использовали стандартные для 1 степени свобо-
ды критерии: Пирсона (χ2), χ2 с поправкой Йет-
са, точный двусторонний критерий Фишера, OR 
с расчетом 95% доверительного интервала. Оцен-
ка достоверности различий в распределении ча-
стот генотипов согласно моделям наследования 
и соответствие закону Харди-Вайнберга прово-
дились с использованием онлайн приложения 
SNPStats. Анализ данных проводился согласно 
5 моделям наследования: кодоминантная, доми-
нантная, рецессивная, сверхдоминантная и лог-

аддитивная. Для каждой модели наследования 
также было рассчитано отношение шансов (OR) 
и доверительные интервалы для него (CI). Выбор 
модели наследования осуществлялся с помощью 
информационного критерия Акаике (AIC). Наи-
более вероятная модель наследования имеет наи-
меньшее значение AIC [6].

Во всех случаях различия считали статисти-
чески значимыми при р≤0,05, незначимыми 
при р>0,10; для промежуточных значений р 
(0,05>р≤0,10) обсуждали тенденцию к различиям.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Наблюдаемые в исследовании частоты ал-
лелей и генотипов в выборках больных НЯК 
и условно-здоровых лиц соответствуют ожидае-
мым согласно закону Харди-Вайнберга.

Особенностью группы больных было накопле-
ние носительства аллеля с заменой 2258*A TLR2 
за счет повышения частоты его гетерозиготного 
генотипа (данные представлены в Таблице 1).

Как видно из данных Таблицы 1, в группе 
больных РА чаще встречаются носители редкого 
аллеля 2258*A TLR2, что повышает вероятность 
возникновения ревматоидного артрита почти 
в 4 раза. Носительство гетерозиготного генотипа 
G/A может рассматриваться как фактор риска, 
а гомозиготного (G/G) –  как протектор. В про-

Таблица 1.  Частоты встречаемости аллелей и генотипов G2258A TLR2 в выборках больных ревматоидным артри-
том и практически здоровых лиц

G2258A Больные РА 
n=74,%

Контроль 
N=95,%

χ2, р OR, 
95% ДИ

A 12,8 3,7 8,57; 
p=0,004

3,85 
1,57÷9,43G 87,2 96,3

AA 1,3 1,1 p=1,0 -

GA 22,9 5,3 10,0; 
p=0,002

5,37 
1,87÷15,36

GG 75,7 93,7 9,64; 
p=0,002

0,21 
0,079÷0,56

Таблица 2. Ассоциация полиморфизма G2258A TLR2 с предрасположенностью к ревматоидному артриту

Модель 
наследования

Распределение генотипов 
согласно моделям наследования

Уровень 
значимости

Критерий Акаике 
(AIC)

Доминантная G/G G/A-A/A p<<0,01 224,4

Рецессивная A/A G/G-A/A p=0,86 235,6

Кодоминантная G/G G/A A/A p=0.0026 225,8

Сверхдоминантная G/A G/G-A/A p<<0,01 223,9
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должение анализа вклада данного генетическо-
го полиморфизма был проведен анализ моделей 
наследования, позволяющий судить о типе дей-
ствия исследуемых генотипов на формирование 
предрасположенности к ревматоидному артри-
ту, данные представлены в Таблице 2.

Таким образом, наиболее вероятны две мо-
дели, объясняющие ассоциацию генетического 
полиморфизма 2258 (Arg753Gln) TLR2 с пред-
расположенностью к ревматоидному артриту: 
доминантная и сверхдоминантная. Выбор пред-
почтительной модели наследования осущест-
вляется с помощью критерия Акаике, согласно 
которому предпочтительной оказалась сверх-
доминантная модель. Однако в этой модели не 
проявляется эффект действия гомозиготного 
генотипа по предковому аллелю (2258 G/G). 
Поэтому мы предполагаем, что фенотипиче-
ский эффект проявления работы гомозиготно-
го генотипа 2258G/G описывает доминантная, 
а гетерозиготного генотипа 2258G/A –  сверхдо-
минантная модель.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время накоплено много данных 
подтверждающих роль Толл-подобных рецеп-
торов, в том числе TLR2, в иммунопатогене-
зе ревматоидного артрита. Однако результаты 
исследований, посвященных вкладу генетиче-
ского полиморфизма TLR2 в восприимчивость 
к ревматоидному артриту, противоречивы. В од-
них работах не установлено ассоциации TLR2 
и других TLRs с ревматоидным артритом [7], 
а в других –  выявлен вклад SNPs не только 
в предрасположенность, но и тяжесть течения 
ревматодиного артрита [8]. Вероятно, это может 
быть связано с наличием этнических особенно-
стей в распределении частот встречаемости по-
лиморфного варианта 2258*А TLR2, так напри-
мер, аллель с заменой 2258*А TLR2 встречается 
с частотой в 9–10% в европейских популяциях, 
не обнаруживается у индийской популяции, 
ряда монголоидных популяций [1, 7, 8]. Поэто-
му необходимо учитывать этническое проис-
хождение больных.

Кроме того, в формирование предрасполо-
женности к мультифакторным заболеваниям, 
в том числе к РА, вносят вклад различные меж-
генные взаимодействия, приводящие к форми-
рованию генных сетей.

Полученные в нашем исследовании данные 
по ассоциации SNP 2258 (Arg753Gln) TLR2 
с ревматоидным артритом связаны с повыше-

нием частоты носительства аллеля с заменой 
и его гетерозиготного генотипа у больных РА, 
приводящих, согласно литературным данным, 
к нарушению иммунного ответа.

ВЫВОДЫ

1. Показано, что у больных РА повышена ча-
стота встречаемости аллеля 2258*A и гетерози-
готного генотипа G/A TLR2.

2. Установлена значимость однонуклеотид-
ного полиморфизма 2258 (Arg753Gln) TLR2 для 
формирования устойчивости/предрасположен-
ности к РА у русских Челябинской области со-
гласно сверхдоминантной и доминантной мо-
делям наследования.
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The paper presents the results of a study on the frequency distribution of the occurrence of alleles of 
single nucleotide polymorphism 2258 G A (Arg753Gln) TLR2 in patients with rheumatoid arthritis of 
the Russian population of the Chelyabinsk region. Genotyping was performed by allele-specifi c PCR, 
followed by detection of the results in a 3% agarose gel. It was shown that in patients with RA, the fre-
quency of occurrence of the allele 2258 * A and the heterozygous genotype G/A TLR2 was increased and 
the frequency of the homozygous genotype on the ancestral allele was reduced. The established signifi -
cance of single nucleotide polymorphism of 2258 (Arg753Gln) TLR2 for the formation of resistance / 
susceptibility to RA in the Russians of the Chelyabinsk region is confi rmed by the overdominant and 
dominant inheritance models
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ВВЕДЕНИЕ

Трофобластический β1-гликопротеин (ТБГ) 
является онкофетальным белком, который 
продуцируется клетками цито- и синцитио-
трофобласта и обладает иммуносупрессивными 
свойствами, что обеспечивает его важную роль 
в отмене антагонистических взаимоотношений 
матери и плода. Однако, несмотря на то, что кон-
центрация ТБГ в крови беременной женщины 
преобладает над концентрациями других белков 
беременности и к III триместру достигает зна-
чений 200–400 мкг/мл [1], его эффекты на про-
воспалительную субпопуляцию ин тер лей кин-17 
(IL-17) – продуцирующих лимфоцитов (Th17) 
человека изучены недостаточно. Процессы диф-

ВЛИЯНИЕ ТРОФОБЛАСТИЧЕСКОГО β1-ГЛИКОПРОТЕИНА 
НА ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ И ПРОЛИФЕРАЦИЮ Т-ХЕЛПЕРОВ, 

ПОЛЯРИЗОВАННЫХ В ФЕНОТИП Th17
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Изучали влияние нативного (не рекомбинантного) препарата трофобластического β1-гли-
ко про теина (ТБГ) на дифференцировку и пролиферацию активированных Т-хелперов 17 типа 
(Th17). Объектом исследования были изолированные методом иммуномагнитной сепарации куль-
туры «наивных» Т-хелперов (CD4+), которые индуцировали в фенотип Th17 при помощи ТCR-
ак ти ва то ра и провоспалительных цитокинов (IL-1β и IL-6). Показано, что ТБГ снижал процент 
Th17-кле ток в культуре (CD4+ROR-γt+), и подавлял их пролиферацию, оцениваемую методом 
дифференциального гейтирования. Таким образом, в используемой экспериментальной модели 
ТБГ оказывал выраженный подавляющий эффект на дифференцировку и пролиферацию Т-хел пе-
ров, поляризованных в фенотип Th17.
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циты, ИЛ-17, T-хелперы 17 типа (Th17)
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ференцировки Th17 сопровождаются активной 
пролиферацией этих клеток [6]. Известно, что 
физиологическая беременность сопровождается 
снижением Th17 в периферической крови в срав-
нении с небеременными женщинами [8]. Повы-
шение уровня Th17, в свою очередь, ассоции-
ровано с патологическими процессами и может 
приводить к преждевременным родам или спон-
танному аборту [9]. Основным транскрипцион-
ным фактором Th17 является ROR-γt (retinoic 
acid receptor (RAR) – related orphan receptor) [7].

Таким образом, целью работы являлась оцен-
ка влияния ТБГ на пролиферацию и дифферен-
цировку Т-хелперов, индуцированных в фено-
тип Th17. Для достижения данной цели, были 
поставлены следующие задачи:

1. Изучить роль ТБГ в регуляции пролифе-
рации Т-хелперов, индуцированных в фенотип 
Th17.

2. Оценить влияние ТБГ на дифференциров-
ку Th17, оцениваемую по уровню экспрессии 
ROR-γt (маркер Th17), в зависимости от проли-
феративного статуса клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось согласно Хель-
синской Декларации ВМА 2000 г. и протоколу 
Конвенции Совета Европы о правах челове-
ка и биомедицине 1999 г., получено разреше-
ние этического комитета «ИЭГМ УрО РАН» 
(IRB00010009) от 12.06.2016.

Объект исследования. В работе использова-
ли мононуклеарные клетки периферической 
крови (МПК) здоровых небеременных женщин 
репродуктивного возраста (n=12). МПК полу-
чали центрифугированием в градиенте плотно-
сти смеси фи кол ла-верографина (ρ=1,077 г/см3) 
(Германия).

Выделение CD4+-клеток. Монокультуры СD4+ 
Т-кле ток получали методом иммуномагнит-
ной сепарации с использованием технологии 
MACS® («Miltenyi Biotec», Германия) из суспен-
зии МПК. Выделенные клетки (1×106 кл/ мл) 
культивировали в 48-лу ноч ных планшетах 
в полной питательной среде (ППС): RPMI-1640 
c L-глу та ми ном («Sigma-Aldrich», США) с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) («Sigma», США), 10 мМHepes («Amresco», 
США) и 100 мкг/мл гентамицина (“KRKA”, 
Словения) в течение 72 ч при 37˚С во влажной 
атмосфере, содержащей 5% СO2. В работе ис-
пользовали физиологические концентрации на-
тивного ТБГ (1, 10, 100 мкг/мл), полученного по 

авторской технологии [3]. В качестве контроля 
использовали образец, где вместо белка добав-
ляли ППС. Для индукции лимфоцитов в фено-
тип Th17 в культуры вносили вносили реком-
бинантные цитокины IL-1β и IL-6 (по 10 нг/ мл, 
«MiltenyiBiotec», Германия) [3]. В качестве акти-
ватора Т-лим фо ци тов использовали T-Cell Ac-
tivation/Expansion Kit human (TCR-ак ти ва тор) 
(«Miltenyi Biotec», Германия) – частицы MACSi 
Beadтм, нагруженные антителами против CD2, 
CD3, CD28 человека. После 72 ч инкубации 
оценивали количество Th17 как процент CD4+-
лим фо ци тов (CD4-FITC, «Miltenyi Biotec», 
Германия), экспрессирующих транскрипцион-
ный фактор ROR-γt (Anti RORγt-PE, «Miltenyi 
Biotec», Германия). Экспрессия ROR-γt оцени-
валась после пермеабилизации клеток согласно 
инструкции к буферам («BioLegend», Германия). 
Измерения проводили на проточном цитометре 
CytoFLEX S («Beckman Coulter», США).

Для оценки пролиферативного статуса ис-
пользовали метод дифференциального гейти-
рования на графике светорассеяния по размеру 
и гранулярности клеток. Так, после 48 часов 
культивирования СD4+-клет ки были представ-
лены тремя популяциями: неделящиеся клетки 
в характерном для них регионе, пролиферирую-
щие клетки, образующие характерное смещение 
вправо и вверх и апоптотирующие клетки [11]. 
ТCR-ак ти ва ция клеток в присутствии провоспа-
лительных цитокинов (IL-1β и IL-6) приводила 
к перераспределению клеток в пользу пролифе-
рирующих. Количество клеток внутри каждой 
популяции выражали как процент от общего 
количества клеток. Файлы данных были об-
работаны в программе CytExpert 2.0 («Beckman 
Coulter», США).

Статистическую обработку данных проводи-
ли в программе GraphPad Prizm 6 при помощи 
критерия Вилкоксона. Результаты представле-
ны в виде медианы, нижней и верхней кварти-
лей (Me (Q1–Q3)). Различия считали достовер-
ными при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Известно, что основным транскрипционным 
фактором Th17 является ROR-γt, который инду-
цируется во время дифференцировки антиген-
стимулированных Т-хелперов в направлении 
Th17 в ответ на IL-6. IL-6, в свою очередь, опо-
средует свое действие с помощью активации 
сигнального белка и активатора транскрипции 
STAT3 [5]. Помимо этого, важным фактором 
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дифференцировки этих клеток является IL-1β, 
который может усиливать действие IL-6 и IL-23. 
Именно из этих факторов складывается стимул 
для дифференцировки наивных Т-лим фо ци тов 
в Th17 [9]. Для дифференцировки Th17-кле ток, 
как и для любых других T-хел пе ров, важны сиг-
налы, поступающие от ТCR, и его активация 
является ключевым фактором в индукции Th17. 
TCR-ак ти ва ция индуцирует транскрипционные 
факторы NFAT, NF-κB и AP-1, которые необ-
ходимы для продукции провоспалительных ци-
токинов Th17-клет ка ми. Таким образом, наша 
экспериментальная система имитирует все не-
обходимые для поляризации Т-хелперов в фе-
нотип Th17 стимулы.

В нашем исследовании самостоятельный 
эффект поляризации в Th17 (TCR-активация 
в присутствии провоспалительных цитокинов) 
заключался в существенном (более, чем в 7 раз) 
повышении экспрессии ROR-γt Т-хелперами 
(Табл. 1). При изучении влияния ТБГ на диффе-
ренцировку Th17 установлено, что ТБГ в концен-
трации, соответствующей последнему триместру 
беременности (100 мкг/мл), подавляет коли-
чество CD4+-лимфоцитов, экспрессирующих 
транскрипционный фактор ROR-γτ (Табл. 1).

Учитывая, что процессы дифференцировки 
Th17 сопровождаются активной пролиферацией 
этих клеток, мы оценили также влияния ТБГ на 

пролиферацию активированных T-хел пе ров ме-
тодом дифференциального гейтирования. Уста-
новлено, что самостоятельный эффект TCR-
ак ти ва ции в присутствии провоспалительных 
цитокинов (IL-1β и IL-6) заключался в суще-
ственном увеличении процента пролиферирую-
щих CD4+-кле ток (с 11,32 (9,32–15,63) до 42,33 
(34,03–50,14)), которое сопровождалось одно-
временным снижением процента не пролифе-
рирующих клеток (с 83,56 (77,85–97,53) до 47,84 
(39,47–53,57)), при этом уровень апоптотирую-
щих клеток не изменялся (Табл. 1). В целом, это 
свидетельствует об адекватной активации CD4+-
кле ток в представленной экспериментальной 
модели. Важно отметить, что полученные дан-
ные согласуются с аналогичными эксперимента-
ми, где мы изучали пролиферацию TCR-ак ти ви-
ро ван ных Т-хел пе ров в присутствии IL-2 [4].

Установлено, что внесение в культуры акти-
вированных лимфоцитов ТБГ в концентрациях 
10 и 100 мкг/мл изменяло соотношение проли-
ферирующих и не пролиферирующих клеток. 
Так, высокая доза ТБГ снижала процент проли-
ферирующих Т-хелперов, в то время как концен-
трации 10 и 100 мкг/мл повышали количество не 
пролиферирующих клеток (Табл. 1). Таким обра-
зом, ТБГ в нашем исследовании прежде всего по-
давляет пролиферацию активированных CD4+-
лимфоцитов, индуцированных в фенотип Th17.

Таблица 1. Влияние ТБГ на дифференцировку и пролиферативный статус CD4+-лимфоцитов, поляризованных 
в фенотип Th17 (n=11, Me (Q1 –  Q3))

% клеток Контроль (без 
активаторов)

(+ TCR-активатор, IL-1β, IL-6)

Контроль ТБГ 
(1 МЕ/мл)

ТБГ 
(10 МЕ/мл)

ТБГ 
(100 МЕ/мл)

Не пролиферирующие 
клетки

83,56 
(77,85–97,53)

47,84 
(39,47–53,57)*

52,94 
(32,32–54,27)

49,22 
(34,03–53,09)#

50,24 
(31,39–53,88)#

Пролиферирующие клетки 11,32 
(9,32–15,63)

42,33 
(34,03–50,14)*

36,49 
(32,32–39,65)

39,39 
(33,56–47,00)#

40,68 
(31,39–49,79)#

Апоптотирующие клетки 8,12 
(7,34–11,45)

9,88 
(9,23–12,72)

9,76 
(8,83–13,43)

10,23 
(9,29–13,67)

10,87 
(9,68–12,61)

ROR-γt+ в общем гейте 1,23 
(0,78 –2,65)

77,93 
(74,39–83,75)*

76, 65 
(75,32–82,64)

75,77 
(73,54–81,56)#

68,15 
(64,36–72,74)#

ROR-γt+ в гейте 
пролиферирующих клеток

1,02
 (0,37–1,89)

80,73 
(76,29–83,94)*

80,1 
(74,11–82,77)

78,62 
(73,48–82,36)

69,28 
(65,63–76,06)#

ROR-γt+ в гейте не проли-
ферирующих клеток

1,35 
(0,65 –1,76)

71,51 
(63,72 –76,26)*

71,59 
(63,83 – 75,80)

69,87 
(63,89 –73,58)

59,30 
(57,50–68,08)#

Примечание: * –  достоверные (p <0,05) по w-критерию Вилкоксона различия между контролем без активатора и контро-
лем с активаторами; # –  достоверные (p <0,05) по w-критерию Вилкоксона различия между контролем с активаторами 
и экспериментальными пробами.
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В заключение мы проанализировали уровень 
экспрессии ROR-γt в зависимости от проли-
феративного статуса клетки –  то есть в проли-
ферирующем и не пролиферирующем гейтах 
лимфоцитов. Было показано, что ТБГ в высо-
кой концентрации (100 мкг/мл) снижает экс-
прессию ROR-γt как в пролиферирующих, так 
и в не пролиферирующих клетках. Это доволь-
но интересный результат, так как не пролифе-
рирующие, долгоживущие клоны Т-хелперов, 
по-видимому участвуют в формировании им-
мунной памяти.

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что при спонтанных абортах про-
порция Th17/Treg повышается в сторону Th17, 
что сопровождается повышением уровня IL-17A 
в периферической крови. В то же время, нор-
мальная беременность сопровождается сниже-
нием Th17 в периферической крови [9]. Вполне 
вероятно, что ТБГ, снижая активность этих кле-
ток, оказывает фетопротекторный эффект в си-
туации in vivo.

Анализируя полученные результаты, очевид-
но, что низкая концентрация ТБГ (соответству-
ющая I триместру беременности) не оказывает 
значимых эффектов на дифференцировку Th17, 
в то время как именно в это время клетки полу-
аллогенного эмбриона активно экспрессируют 
антигены MHC отцовского гаплотипа. Этот пе-
риод опасен с точки зрения самопроизвольных 
иммунных абортов, однако именно I триместр 
сопровождается пиковым подъемом уровня хо-
рионического гонадотропина (ХГ) [8]. Извест-
но, что ХГ активно модулирует дифференциров-
ку Treg/Th17, оказывая Treg-стимулирующие 
и Th17-угнетающие эффекты в аналогичной 
модели клеток [1]. Вероятно, после снижения 
уровня ХГ во II–III триместрах, его «эстафету» 
в модуляции минорных регуляторных субпо-
пуляций (Treg, Th17) принимает на себя ТБГ, 
концентрация которого в динамике беременно-
сти постепенно возрастает [2].

ВЫВОДЫ

Таким образом, ТБГ в высоких концентраци-
ях, соответствующих II–III триместру беремен-
ности оказывает выраженный супрессивный 
эффект на провоспалительную субпопуляцию 
Т-хел перов  – Th17, который выражается в по-
давлении пролиферации и снижении уровня 
экспрессии ROR-γt+, ключевого мастер-ре гуля-
то ра этих клеток.

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания, номер госрегистрации темы: 
01201353248 («ИЭГМ УрО РАН»).
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The eff ect of the native (non-recombinant) pregnancy specifi c β1-glycoprotein (PSG) preparation on 
the diff erentiation and proliferation of Th-17 polarized helper T cells was studied. The object of the study 
was the culture of “naive” helper T cells (CD4+) isolated by the immunomagnetic separation. Cells were 
polarized into the Th17 phenotype using TCR-activator and pro-infl ammatory cytokines (IL-1β and IL-6). 
It was shown that PSG had a suppressive eff ect on the Th17 cell frequency in culture (CD4+ROR-γt+), and 
inhibited the proliferation of these cells, as measured by the method of diff erential gating. Thus, in the ex-
perimental model used, PSG had a pronounced suppressive eff ect on the diff erentiation and proliferation 
of T-helpers polarized into the Th17 phenotype.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема регенерации тканей является одной 
из ключевых в биологии. Этот процесс обеспе-
чивает тканевой гомеостаз в физиологических 
условиях и восстановление утраченных структур, 
нарушенных функций при повреждении. Чрез-
вычайно важна эта проблема и для медицины, 
поскольку большинство заболеваний в той или 
иной степени связаны с повреждением органов, 
а эффективность проводимой терапии опреде-
ляется течением репаративных процессов.

В последние годы участились случаи токси-
ческого гепатита, связанные с употреблением 
спиртосодержащих жидкостей, в состав кото-
рых входят токсические вещества. Отравления 
протекают крайне тяжело с поражением пече-
ни, при этом отмечается высокая летальность. 
Недостаточная эффективность терапевтических 
мероприятий, используемых для лечения остро-
го токсического гепатита, приводит к много-
численным осложнениям (циррозу, энцефа-
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лопатии, панкреатиту, поражению почек) [1, 2]. 
Известно, что иммунная система принимает 
активное участие в процессах регенерации. Ис-
пользование различных иммунокорректоров 
с целью влияния на процессы восстановления 
в терапии может стать принципиально новым 
методом лечения многих заболеваний, сопро-
вождающихся повреждением структуры орга-
нов и тканей, в том числе и острого токсическо-
го гепатита [3].

Цель исследования: изучить влияние иммун-
ной системы на регенераторные процессы пече-
ни при остром токсическом гепатите.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на 19 беспородных 
крысах –  самцах массой 200–300 г. Условия со-
держания и обращение с используемыми в экс-
перименте животными соответствовали Дирек-
тиве Европейского сообщества (86/609/EEC) 
и Хельсинской декларации.

Для моделирования острого токсического ге-
патита использовали четыреххлористый углерод 
(CCL4). Затравку животных проводили одно-
разово в дозе 50 мг/кг/сутки внутрибрюшинно. 
В дальнейшем выведение крыс из эксперимента 
осуществляли с помощью миорелаксанта ардуан 
(доза 0,08 мг/кг) и обезболивающего препарата 
кеторол (доза 8 мг/кг) на 1 и 3 сутки. Контролем 
служили интактные крысы, которые не подвер-
гались воздействию гепатотропного яда.

Для изменения функционального состояния 
иммунной системы на фоне острого токсиче-
ского гепатита в эксперименте был использован 
фармакологический препарат полиоксидоний, 
занесенный в Регистр лекарственных средств 
России и относящийся к группе иммуномоду-
ляторов. Полиоксидоний вводили эксперимен-
тальным крысам одноразово в дозе 0,1 мг/кг 
внутримышечно на вторые сутки после затравки 
четыреххлористым углеродом. Животных выво-
дили из эксперимента через 1 сутки, при этом 
проводили забор крови и печени.

Для анализа периферической крови про-
водили забор крови из хвостовой вены крысы 
и исследовали её с помощью гематологического 
анализатора Celly 70 (Biocode Hycel, Франция). 
Для биохимического анализа крови использова-
ли автоматизированный биохимический анали-
затор Cobas Integra 400 plus (Roche Diagnostics, 
Швейцария).

Для гистологических исследований кусочки 
печени фиксировали в 10% растворе нейтраль-
ного формалина. После стандартной проводки 

делали срезы толщиной 3–5 мкм, которые за-
тем окрашивали гематоксилином и эозином. 
Проводили патоморфологическое и морфо-
метрическое исследования препаратов печени 
с подсчетом следующих показателей: размер 
гепатоцитов, размер ядер гепатоцитов, ядерно-
цитоплазматический индекс, количество гепа-
тоцитов на 1 мм2, митотический индекс, количе-
ство двуядерных клеток на 1000 гепатоцитов.

Статистическую обработку данных осущест-
вляли с использованием непараметрических 
методов статистики («Statistica 6.0»). Сравнение 
групп выполняли с использованием критерия 
Ман на-Уитни. Различия считали достоверны-
ми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Общеклиническое исследование крови по-
сле введения гепатотропного яда свидетельству-
ет о наличии острого воспалительного процесса 
в организме экспериментальных животных. Этот 
процесс характеризуется повышением количе-
ства гранулоцитов и СОЭ. Со стороны «красной 
крови» никаких изменений не наблюдается. Ве-
роятно, CCL4 на эритроциты не оказывает токси-
ческого действия. В тоже время отмечены изме-
нения со стороны системы свертывания крови. 
Спустя 1 сутки после затравки CCL4 отмечается 
достоверное повышение среднего объема тром-
боцитов. Этот показатель связан с функциональ-
ной активностью тромбоцитов, и, возможно, его 
повышение может свидетельствовать о кровоиз-
лияниях в организме (Табл. 1).

Наличие острого токсического гепатита под-
тверждается также биохимическими исследова-
ниями крови. Происходит увеличение уровня 
АСТ уже на первые сутки после воздействия ге-
патотропного яда. Белково-син те ти чес кая функ-
ция не страдает, так как количество общего белка 
и альбумина (белок синтезируемый клетками пе-
чени) не изменяется по сравнению с интактны-
ми животными. Уровень щелочной фосфатазы, 
которая является ферментом паренхимы пече-
ни, также не меняется на все сроки наблюдения. 
Анализ биохимических показателей выявил, что 
происходит поражение не только печеночных 
структур, но и так же клеток поджелудочной же-
лезы, о чем свидетельствует увеличение уровня 
глюкозы на третьи сутки и амилазы на все сроки 
исследования. Отмечается резкий рост концен-
трации мочевины и креатинина на первые сутки 
после затравки, что свидетельствует о токсиче-
ском влиянии CCL4 на почки (Табл. 2).
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Острый токсический гепатит развивается уже 
на 1 сутки после введения CCL4. Морфологиче-
ское исследование препаратов печени указывает 
на диффузную зер нис то-ва ку оль ную дистро-
фию гепатоцитов. Отмечаются очаговые некро-

зы паренхимы и миграция в эту зону полиморф-
ноядерных лейкоцитов. Некрозы локализованы 
преимущественно под капсулой по периферии 
органа. В ответ на повреждение обнаруживается 
реакция со стороны сосудов микроциркулятор-

Таблица 1. Показатели периферической крови крыс на разные сроки после затравки CCL4 (50 мг/кг) и после вве-
дения полиоксидония (0,1 мг/кг)

Показатели Интактные 
животные 

(n=10)

Через 1 сутки 
(n=3)

Через 3 суток 
(n=3)

Через 3 суток + 
полиоксидоний 

(n=3)

Общее количество лейкоцитов, Г/л 9,91±1,35 11,67±3,93 12,53±1,67 11,37±2,79

Количество лимфоцитов, Г/л 8,22±1,23 8,80±3,42 10,1±1,16 9,57±2,03

Количество средних клеток, Г/л 1,33±0,2 1,73±0,57 1,3±0,2 1,2±0,42

Количество гранулоцитов, Г/л 0,36±0,09 1,13±0,18* 1,13±0,49 0,6±0,4

Количество эритроцитов, Т/л 8,71±0,34 8,11±0,65 8,42±0,27 8,49±0,44

Гемоглобин, г/дл 15,04±0,6 14,63±0,93 15±0,38 14,57±0,9

Гематокрит,% 44,93±1,55 44±3,12 43,5±1,5 42,93±2,3

Средний объем эритроцита, фл 51,69±0,56 54,37±1,20 51,6±0,6 50,6±0,12**

Общее кол-во тромбоцитов, Г/л 635,9±95,27 717,67±68,41 813,3±50,52 463±112,71**

Тромбокрит,% 0,39±0,06 0,49±0,05 0,54±0,06 0,30±0,08**

Средний объем тромбоцитов, фл 6,05±0,18 6,73±0,12* 6,57±0,32 6,43±0,3

СОЭ, мм/час 0,48±0,1 1±0,29* 2±0,58* 1,17±0,17*

Примечание: * –  данные достоверны по сравнению с группой интактных животных (p<0,05, U-критерий Манна-Уитни); 
** –  данные достоверны по сравнению с 3-ми сутками (p<0,05, U-критерий Манна-Уитни).

Таблица 2. Биохимические показатели крови крыс на разные сроки после затравки CCL4 (50 мг/кг) и после вве-
дения полиоксидония (0,1 мг/кг)

Показатели Интактные 
животные 

(n=10)

Через 1 сутки 
(n=3)

Через 3 суток 
(n=3)

Через 3 суток + 
полиоксидоний 

(n=3)

Общий белок, г/л 64,13±7,04 63,2±3,09 71,17±0,5 74,07±2,56

Глюкоза, ммоль/л 6,67±0,38 7,16±0,37 9,08±1,08* 7,36±0,22 **

Креатинин, ммоль/л 0,07±0,01 0,2±0,08* 0,06±0,01 0,03±0,003**

Мочевина, ммоль/л 3,77±0,74 11,73±0,98* 4,2±1,48 3,76±0,08

АСТ, МЕ/л 77,96±27,3 144,1±17,5* 132,6±9,28* 138,83±3,56*

АЛТ, МЕ/л 79,34±15,17 80,1±3,81 97,07±6,63 105,77±22,21

Билир. общий, мкмоль/л 2,77±0,5 3,5±0,49 1,47±0,2 2,03±0,38

Амилаза, МЕ/л 413,39±132,61 3054,1±452,6* 2026±95,27* 2984,9±133,91 *,**

Альбумин, г/л 38,12±0,95 35,20±1,93 38,17±0,82 43,54±0,86 *,**

Щел. фосфатаза, МЕ/л 849,92±89,34 872,97±213,2 741,37±38,58 279,03±28,57 *,**

Примечание: * –  данные достоверны по сравнению с группой интактных животных (p<0,05, U-критерий Манна-Уитни); 
** –  данные достоверны по сравнению с 3-ми сутками (p<0,05, U-критерий Манна-Уитни).
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ного русла в виде полнокровия синусоидальных 
капилляров, также выражен капилляростаз вен 
портальных трактов и части центральных вен 
долек, наблюдается интерстициальный отек. 
К 3-м суткам патоморфологическая картина пе-
чени не меняется.

При морфометрическом исследовании сре-
зов печени уже на первые сутки после затравки 
животных наблюдается увеличение количества 
гепатоцитов на единицу площади (1 мм2) за счет 
уменьшения их размеров, хотя на 3 сутки число 
гепатоцитов снижается. Ядерно-ци то плаз ма ти-
чес кий индекс на 1 и 3 сутки достоверно повы-
шен, при этом размер ядра гепатоцитов остается 
на том же уровне, что и у интактных животных. 
При оценке регенераторных процессов печени 
крыс установлено, что CCL4 влияет как на вну-
триклеточную, так и на клеточную регенера-
цию, о чём свидетельствует достоверное повы-
шение числа митозов и количества двуядерных 
клеток на все сроки наблюдения (Табл. 3).

После активации иммунной системы у жи-
вотных с признаками острого токсического гепа-
тита наблюдаются изменения со стороны клеток 
красной крови и системы свертывания крови. 
Происходит уменьшение среднего объема эри-
троцитов, что свидетельствует о гипертониче-
ском характере нарушений вод но-эле ктро лит но-
го баланса в организме, достоверное снижение 
количества тромбоцитов и тромбокрита до уров-
ня интактных животных. В то же время показа-
тель СОЭ остается высоким, что указывает на 
наличие воспалительного процесса в организме 
(Табл. 1).

Биохимические исследования крови после 
иммунокоррекции у животных на фоне острого 

токсического гепатита выявили, что при неиз-
менном количестве общего белка происходит 
незначительное увеличение альбумина. О нали-
чии пораженных гепатоцитов можно судить по 
уровню щелочной фосфатазы. После введения 
полиоксидония ее уровень достоверно умень-
шается, что свидетельствует о деструктивных 
процессах, продолжающихся в печени. Остают-
ся на достаточном высоком уровне АСТ и АЛТ. 
Наблюдается значительное повышение амилазы, 
которое свидетельствует о дальнейшем возмож-
ном поражении клеток поджелудочной желе-
зы. Хотя, при этом уровень глюкозы снижается 
до значений интактных животных. Происходит 
достоверное снижение уровня креатинина, что 
свидетельствует о проблемах в белковом обмене 
всего организма (Табл. 2).

Патоморфологическое описание препаратов 
печени, полученных после изменения функци-
ональной активности иммунной системы при 
остром токсическом гепатите, свидетельству-
ет, что балочное строение печени сохраняется. 
Интерстициальный отек остается умеренно вы-
раженным. Под капсулой определяются вакуо-
лизированные гепатоциты с признаками зерни-
стой дистрофии, но в центре долек гепатоциты 
неизменены. В части портальных трактов пе-
рипортально наблюдаются в небольшом коли-
честве лимфоциты. Вены портальных трактов 
остаются полнокровными.

Морфометрическое исследование срезов пе-
чени животных после стимуляции иммунной 
системы полиоксидонием при токсическом ге-
патите выявило тенденцию к снижению коли-
чества гепатоцитов на единицу площади (1 мм2), 
при этом размер клеток печени достоверно уве-

Таблица 3. Гистологические показатели печени крыс на разные сроки после затравки CCL4 (50 мг/кг) и после вве-
дения полиоксидония (0,1 мг/кг)

Показатели Интактные 
животные 

(n=10)

Через 1 сутки 
(n=3)

Через 3 суток 
(n=3)

Через 3 суток + 
полиоксидоний

(n=3)

Количество гепатоцитов на 1 мм2 2318±71 3787,8±326,43* 1964±88,8 * 1898,1±44,13

Размер гепатоцитов, мкм 22,85±0,39 15,96±0,66* 17,82±0,92* 19,12±0,86*,**

Размер ядра гепатоцитов, мкм 6,28±0,12 6,11±0,26 6,84±0,28 6,81±0,15

Ядерно-цитоплазматический индекс 0,27±0,006 0,38±0,02* 0,38±0,009* 0,356±0,008*,**

Митотический индекс,% 0,52±0,33 24,82±5,07* 3±0,57 * 3,33±1,45

Количество двуядерных клеток,% 15,4±1,43 124,4±19,9* 52±1,15* 33±10,15 *,**

Примечание: * –  данные достоверны по сравнению с группой интактных животных (p<0,05, U-критерий Манна-Уитни); 
** –  данные достоверны по сравнению с 3-ми сутками (p<0,05, U-критерий Манна-Уитни).
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личивается, а ядерно-цитоплазматический ин-
декс снижается, по сравнению с 3-ми сутками 
эксперимента, хотя эти показатели не достигают 
уровня интактных животных. На высоком уров-
не, по сравнению с контролем, остаются показа-
тели, касающиеся оценки регенераторного про-
цесса, количество митозов и число двуядерных 
клеток, но наблюдается достоверное снижение 
количества двуядерных клеток (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Четыреххлористый углерод относится к груп-
пе хлорированных углеводородов, широко при-
меняющихся в качестве растворителей во мно-
гих отраслях производства. Органом, наиболее 
подверженным воздействию четыреххлористо-
го углерода при его вдыхании или потреблении 
внутрь в повышенных концентрациях является 
печень. При этом наблюдаются такие явление, 
как интенсивное накопление жиров и увели-
чение печени, а в более тяжелых случаях –  по-
вреждение или разрушение гепатоцитов, что 
может привести к нарушению ее функциони-
рования [4]. Это подтверждается и нашими экс-
периментальными исследованиями, в которых 
введение CCL4 вызывает картину острого токси-
ческого гепатита уже на 1 сутки и характеризует-
ся очаговыми некрозами паренхимы печени, ло-
кализованными преимущественно под капсулой 
по периферии органа. Такая локализация по-
вреждений возможна из-за внутрибрюшинного 
введения гепатотропного яда. Также в ответ на 
повреждение развивается реакция со стороны 
микроциркуляторного русла.

В условиях острого токсического гепатита на-
ряду с деструктивными процессами в печени, 
наблюдаются и репаративные. Печень относится 
к тканям, для которых характерен как клеточный, 
так и внутриклеточный типы регенерации. При 
оценке регенераторных процессов печени экс-
периментальных крыс установлено достоверное 
повышение числа митозов, количества клеток на 
единицу площади препарата, числа двуядерных 
клеток. При этом преобладают внутриклеточные 
восстановительные процессы. Полного восста-
новления структуры ткани печени к 3 суткам не 
происходит.

Используемый гепатотропный яд оказывает 
выраженное токсическое действие не только на 
печень, но и на весь организм в целом. Доказа-
тельством этого служит возрастание активности 
амилазы и уровня глюкозы в крови, а также рост 
концентрации мочевины и креатинина, что ве-

роятно связано с токсическим действием CCL4 
на поджелудочную железу и почки. Показатель 
СОЭ указывает на наличие воспалительного 
процесса в организме на все сроки наблюдения.

Известно, что иммунная система играет важ-
ную роль в регуляции восстановительных про-
цессов в разных тканях и органах. Изменяя ее 
функциональное состояние, например, с по-
мощью иммунокорректоров, возможно целена-
правленное влияние на процессы регенерации. 
В данных экспериментальных исследованиях 
использовали иммуномодулятор полиоксидо-
ний, который оказывает влияние на все клетки 
иммунной системы, обладает выраженным де-
токсицирующим, антиоксидантным, мембра-
ностабилизирующим действием. Кроме того, 
полиоксидоний влияет на процессы восстанов-
ления поврежденной печени, активизируя вну-
триклеточную форму регенерации и усиливая 
лимфоцитарную инфильтрацию в органе [5].

При стимуляции иммунной системы поли-
оксидонием признаки острого токсического 
гепатита сохраняются, при этом усиливается 
миграция лимфоцитов в печень. Продолжается 
активное протекание репаративных процессов за 
счет клеточной и внутриклеточной регенерации. 
Биохимический анализ крови свидетельству-
ет о незначительном положительном влиянии 
препарата на работу поджелудочной железы, но 
в отношении печени и почек такой тенденции не 
наблюдается.

Таким образом, стимуляция всех звеньев им-
мунной системы с помощью препарата полиок-
сидоний не оказала значимого положительного 
влияния на репаративную регенерацию печени, 
что, возможно, связано с недостаточно длитель-
ным или с отсроченным по времени с момента 
отравления введением препарата.

Работа выполнена в рамках госзадания ИИФ 
УрО РАН (тема № АААА-А18-118020590108-7). 
Работа выполнена с использованием оборудо-
вания ЦКП ИИФ УрО РАН.
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ВВЕДЕНИЕ

Алюминий относится к иммунотоксичным 
элементам, он способен кумулироваться и по-
давлять функцию макрофагов, Т- и В-лимфо-
цитов [1, 2]. При этом он вызывает не только су-
прессию клеточных реакций, но и митогенный 
эффект лимфоцитов [3, 4]. Кроме того, алюми-

ний может вызывать аллергию, что обусловлено 
супрессивным влиянием этого микроэлемента на 
му та ген-опосредованный иммунный ответ [5]. 
В то же время алюминий способствует обостре-
нию целого ряда аутоиммуных заболеваний [6].

Целью работы является оценка особенностей 
показателей иммунной регуляции у взрослого 
населения, проживающего в зоне внешнесре-
дового загрязнения воздуха алюминием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

При углубленном изучении состояния здо-
ровья взрослого населения выполнено имму-
нологическое диагностическое обследование 
78 человек, постоянно проживающих в зоне 
аэрогенной экспозиции алюминием. Группу 
контроля составили 52 человека, которые про-
живают на «условно чистой» территории.

Определение в сыворотке крови иммуногло-
булинов классов G, A, M проводили при помо-

ОСОБЕННОСТИ ИММУНОЙ РЕГУЛЯЦИИ У ВЗРОСЛОГО 
НАСЕЛЕНИЯ, ПРОЖИВАЮЩЕГО В УСЛОВИЯХ АЭРОГЕННОЙ 
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Выполнено диагностическое обследование 78 человек, постоянно проживающих в зоне не-
гативного влияния выбросов предприятия по производству алюминия. Группу контроля соста-
вили 52 человека. Обследование взрослого населения позволило выявить наличие изменений со 
стороны иммунной системы: прослеживается снижение фагоцитарной активности клеток и де-
фицит IgG по отношению к норме и контролю; наблюдается достоверное повышение показа-
телей относительного и абсолютного содержания CD4+CD127– Т-лимфоцитов, гиперпродукция 
антиапоптотического фактора Bcl-2, и снижение значений активационных маркеров CD3+CD25+ 
и СD3+СD95+. Одновременно с этим выявлен достоверно повышенный по сравнению с возраст-
ной нормой и группой контроля уровень специфической сенсибилизации организма к алюминию 
по критерию иммуноглобулина класса G. Таким образом, у взрослого населения, проживающего 
в условиях аэрогенного загрязнения алюминием, установлены изменения клеточной иммунной 
регуляции, выражающиеся в дисбалансе рецепторного аппарата иммуноцитов и внутриклеточ-
ных факторов транскрипции, ассоциированные с повышением специфической сенсибилизации 
организма к алюминию, что характеризует замедление процессов клеточной гибели и формиро-
вание гаптенопосредованных пролиферативных реакций.
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щи реакции радиальной иммунодиффузии по 
Манчини («Микроген», Россия). Метод осно-
ван на специфическом связывании антитела 
с антигеном.

Исследование фагоцитарной активности кле-
ток проводили с использованием в качестве объ-
ектов фагоцитоза формалинизированных эри-
троцитов барана.

Изменение содержания специфического 
к поллютанту (алюминию) иммуноглобулина 
класса G (IgG) определяли в аллергосорбентном 
тесте с ферментной меткой. Идентифицирова-
ли специфические реагины с использованием 
конъюгированных с пероксидазой антител.

Фенотипирование лимфоцитов проводили на 
проточном цитометре FACSCalibur фирмы «Bec-
ton Dickinson» с использованием универсальной 
программы CellQuest.PrO. Определение попу-
ляций и субпопуляций лимфоцитов (CD25+, 
CD95+, CD127–) проводили методом мембран-
ной иммунофлюоресценции с использовани-
ем панели меченых моноклональных антител 
к мембранным CD-ре цеп то рам («Becton Dickin-
son», США), при этом регистрировали суммарно 
не менее 10 000 событий.

Определение уровня экспрессии антиапопти-
ческого белка Bcl-2 проводили c использованием 
соответствующих МКАТ («Becton Dickinson», 
США) и одновременным проведением процеду-
ры отрицательного изотипического контроля.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием программы Microsoft® 
Offi  ce Excel 2003 и пакета прикладных программ 
Statistica 6.0. (StatSoft, США). Данные обрабаты-

вали методом вариационной статистики с расче-
том среднего арифметического, его стандартной 
ошибки. Достоверность различий определяли 
по t-кри те рию Стьюдента, оценку зависимостей 
между признаками с помощью кор ре ля ци он-
но-ре  грессионного анализа, критерия Фишера 
и коэффициента детерминации (R2). Качествен-
ные данные представлены в виде абсолютных 
или относительных (%) частот, количествен-
ные признаки представлены как M±m (среднее 
арифметическое ± ошибка среднего). Достовер-
ность отличий между группами считали значи-
мыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клинико-лабораторные исследования состо-
яния здоровья взрослого населения подтверж-
дают наличие патологических изменений со 
стороны иммунной системы (Таблица 1). Срав-
нительный анализ с показателями физиологи-
ческой нормы и контрольной группы позволил 
установить, что в группе наблюдения просле-
живаются достоверные изменения врожденного 
клеточного иммунитета –  достоверное сниже-
ние фагоцитарного числа по отношению к нор-
ме и контролю у взрослого населения (74,4% 
и 75,6% соответственно) (p<0,05). Также, от-
мечается понижение показателей абсолютного 
фагоцитоза у 14,1% наблюдаемой группы и про-
цента фагоцитоза у 33,3% наблюдаемой группы 
относительно группы контроля (p<0,05).

При помощи методического приема оценки 
отношения шансов были установлены достовер-
ные изменения иммунологических тестов при 

Таблица 1. Иммунологические показатели взрослого населения в условиях аэрогенного воздействия алюминия

Показатель Референтный 
интервал

Группа наблюдения 
(n=78) M±m

Группа сравнения 
(n=52) M±m

Процент фагоцитоза,% 35–60 38,321±1,652** 45,905±6,184
Фагоцитарное число, у. е. 0,8–1,2 0,694±0,04*/** 0,981±0,177
Абсолютный фагоцитоз, 109/дм3 0,964–2,988 1,426±0,1** 1,897±0,359
IgG, г/дм3 10–18 11,619±0,416** 16,229±1,077
Bcl-2,% 1–1,5 2,813±0,919*/** 1,017±0,427
CD127-лимфоциты, абс., 109/дм3 0,015–0,04 0,082±0,026*/** 0,043±0,026
CD127-лимфоциты, отн.,% 0,8–1,2 4,005±0,943*/** 1,704±0,711
CD3+CD25+-лимфоциты, отн.,% 13–24 9,097±2,37*/** 5,143±1,677
CD3+CD95+-лимфоциты, абс., 109/дм3 0,63–0,97 0,477±0,094*/** 0,285±0,055
CD3+CD95+-лимфоциты, отн.,% 39–49 24,71±3,546*/** 13,143±2,33

Примечание: * –  разница достоверна относительно референтного интервала (р<0,05); ** –  разница достоверна относи-
тельно группы сравнения (р<0,05).
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возрастании концентрации алюминия в био-
логических средах. Так, наблюдается снижение 
относительного абсолютного фагоцитоз, фаго-
цитарного числа и фагоцитарного индекса при 
увеличении концентрации алюминия в крови 
(R2=0,15–0,77 при p<0,05) и моче (R2=0,12–
0,28 при p<0,05).

Установлены разнонаправленные изменения 
содержания сывороточных иммуноглобулинов 
классов А, М и G с преимущественным дефи-
цитом иммуноглобулина класса G (IgG) по от-
ношению к группе контроля в 1,4 раза (p<0,05).

Анализ отношения шансов изменения по-
казателей гуморального иммунитета при воз-
растании концентрации алюминия в биологи-
ческих средах позволил установить достоверное 
(p<0,05) понижение концентрации IgG и IgM 
при увеличении концентрации алюминия 
в крови (R2=0,26–0,92 при p<0,05) и в моче 
(R2=0,23–0,43 при p<0,05).

Наблюдаются достоверные отклонения по-
казателей CD-иммунограммы относительно 
нормы: у 64% и 87% обследуемых выявлено до-
стоверное повышение показателей относитель-
ного и абсолютного (соответственно) содер-
жания Т-ре гу ля тор ных лимфоцитов (CD127–), 
отвечающих за супрессию иммунного ответа, 
и повышение антиапоптотического фактора 
Bcl-2, одновременно с этим снижены значения 
активационных маркеров CD95+ и CD25+. 

Тем не менее, у группы наблюдения показан 
достоверный рост антиапоптотического белка 
Bcl-2, CD127-лим фо ци тов, а также активаци-
онных клеточных маркеров –  рецепторы кле-
точной смерти CD95+ и CD25+ (p<0,05) по от-
ношению к группе контроля –  в 2,8, 2,4, 1,9, 1,8 
раз соответственно.

Использование методического приема оцен-
ки отношения шансов изменения иммунологи-
ческих тестов при возрастании концентрации 
алюминия в биологических средах позволило 
установить достоверное (p<0,05) повышение 
CD95+, CD25+, Bcl-2, CD127– при увеличении 
концентрации алюминия в моче (R2=0,15–0,49 
при p<0,05).

Одновременно у 65% взрослых выявлен по-
вышенный по сравнению с возрастной нормой 
уровень специфической сенсибилизации орга-
низма к алюминию по критерию иммуногло-
булина класса G. Также в 3,1 раза достоверно 
повышен уровень специфической сенсибили-
зации к алюминию по критерию IgG по отно-
шению к группе контроля (р<0,05) (Таблица 2).

Анализ отношения шансов изменения показа-
телей гуморального иммунитета при возрастании 
концентрации алюминия в биологических средах 
позволил установить достоверное (p<0,05) повы-
шение общей сенсибилизации (по критерию IgЕ 
общего) при увеличении концентрации алюми-
ния в моче (R2=0,06–0,25 при p<0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам клинико-лабораторных ис-
следований состояния здоровья взрослого на-
селения, экспонированного алюминием, выяв-
лены нарушения клеточного звена иммунитета, 
выражающиеся в изменении фагоцитарной ак-
тивности клеток, защитных общих иммуногло-
булинов, CD-мар керов (CD127-, CD25+, CD95+) 
и антиапоптотического белка Bcl-2. Так, у взрос-
лого населения, проживающего в условиях аэро-
генного загрязнения алюминием, установлены 
изменения клеточной иммунной регуляции, вы-
ражающиеся в дисбалансе рецепторного аппа-
рата иммуноцитов и внутриклеточных факторов 
транскрипции, ассоциированные с повышени-
ем специфической сенсибилизации организма 
к алюминию, что характеризует замедление про-
цессов клеточной гибели и формирование гап-
тенопосредованных пролиферативных реакций, 
что подтверждает наличие патологических изме-
нений со стороны иммунной системы.

ВЫВОДЫ

Таким образом, у взрослого населения, про-
живающего в условиях аэрогенной экспози-
ции алюминием, были выявлены нарушения 
клеточного звена иммунитета, выражающиеся 

Таблица 2. Особенности специфической сенсибилизации у взрослого населения в условиях аэрогенного воздей-
ствия алюминия

Показатель Физиологическая 
норма

Группа наблюдения 
(n=78), M±m

Группа сравнения 
(n=52), M±m

IgGспец. к алюминию, у. е. 0–0,1 0,196±0,037*/** 0,063±0,032

Примечание: * –  разница достоверна относительно референтного интервала (р<0,05); ** –  разница достоверна относи-
тельно группы сравнения (р<0,05).
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в снижении фагоцитарной активности клеток, 
дефиците защитных общих иммуноглобулинов 
класса G, активации супрессорных Т-кле точ ных 
рецепторов CD127–, повышении содержания ан-
тиапоптотического белка Bcl-2, активационно-
го фактора CD25+ и рецептора клеточной смерти 
CD95+, на фоне специфической сенсибилизации 
организма к алюминию.
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A diagnostic examination of 78 people living permanently under the negative impact of emissions 
resulted from enterprise producing aluminum was carried out. The control group consisted of 52 people. 
Examination of the adult population revealed changes in the immune system: there is a decrease in the 
phagocytic activity of cells and IgG defi ciency in relation to the norm and control; a signifi cant increase 
in the relative and absolute level of CD4+CD127– T lymphocytes was observed. What is more, we have 
seen hyperproduction of antiapoptotic factor Bcl-2 and a decrease in the values of activation markers 
CD3+CD25+ and CD3+CD95+. At the same time, the level of specifi c sensitization of the organism to 
aluminum according to the criterion of immunoglobulin of G class was signifi cantly heightened in com-
parison with the age norm and the control group. Thus, in adults living under aerogenic exposure to alu-
minum, changes in cellular immunoregulation characterized by the imbalance of the receptor apparatus 
of immunocytes and intracellular transcription factors associated with increased specifi c sensitization 
of the body to aluminum, which results in slowing of cell death and the formation of hapten-mediated 
proliferative reactions, were determined.
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ВВЕДЕНИЕ

Адаптация организма к изменениям условий 
окружающей среды обеспечивается комплексом 
механизмов, среди которых у позвоночных важ-
нейшую роль играет стресс-реак ция. Ее главной 
задачей является поддержание постоянства вну-
тренней среды организма, мобилизация адап-
тивных механизмов, повышение резистентности 
к чужеродным агентам. Стресс-ре ак ция носит 

универсальный характер, однако, особенности 
конкретных воздействий окружающей среды 
приводят к вариативности функционального от-
вета организма. [1, 2].

Холодовой стресс сопровождается нейро-гу-
мо раль ными изменениями, характерными для 
стресса любого генеза. Отмечается повышение 
уровней адреналина и норадреналина, глюко-
кортикоидов, катехоламинов, эндогенных опи-
оидных пептидов [3, 4, 5, 6], воздействие холода 
приводит к развитию в организме окислитель-
ного стресса.

Опиоидная система, которой традиционно 
отводится стресс-лимитирующая функция, мо-
жет играть важную роль в адаптации организ-
ма к переохлаждению. По-видимому, эффекты 
холодового воздействия, такие как анальгезия, 
терморегуляция, модуляция иммунного ответа 
опосредуются через изменения в функциони-
ровании опиоидной системы [7, 8]. В свою оче-
редь, переохлаждение организма приводит к из-
менению экспрессии генов опиатных рецепторов 
и концентрации циркулирующих пептидов [9, 5].

ПОСТСТРЕССОРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ КЛЕТОК ПЕРИТОНЕАЛЬНОЙ ПОЛОСТИ 

МЫШЕЙ
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Исследовано влияние острого и хронического холодового стресса в условиях блокады опиат-
ных рецепторов на окислительную активность перитонеальных макрофагов мыши. Установлено, 
что острый холодовой стресс (4°С, 4 часа) независимо от блокады опиатных рецепторов угнетает 
зимозан-индуцированную окислительную активность перитонеальных макрофагов мыши. Хро-
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остром, так и при хроническом переохлаждении и не зависит от блокады опиатных рецепторов.
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Под действием низких температур отмечают-
ся изменения в функционировании иммунной 
системы. В результате действия острого холодо-
вого стресса может происходить как усиление, 
так и ослабление отдельных иммунных функ-
ций и показателей, а так же состояние иммун-
ного ответа в целом. Модулируются фагоцитоз, 
пролиферация, продукция Th1/Th2 (IL-2, IL-4, 
IFN-γ), про- и противовоспалительных цитоки-
нов (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10) [10, 11]. Ранее 
нами было показано, что направленность дей-
ствия острого холодового стресса на функции 
макрофагов зависела как от исследуемого пара-
метра, так и от времени воздействия, при этом 
блокада опиатных рецепторов существенно мо-
дифицировала иммунорегуляторные эффекты 
острого переохлаждения [12].

Цель работы – исследовать влияние острого 
и хронического холодового стресса на уровень 
кортикостерона в плазме крови и продукцию 
активных форм кислорода перитонеальными 
макрофагами в условиях блокады опиатных ре-
цепторов у мышей in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили белые 
мыши самцы массой тела 20–22 г. Животных 
содержали в условиях лабораторного вивария 
при естественном освещении, неограниченном 
доступе к воде и кормам. Эксперименты про-
ведены в соответствии с этическими нормами 
и рекомендациями по гуманизации работы с ла-
бораторными животными, отраженными в «Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей» (Страсбург, 1986).

В работе использовали два варианта холодо-
вого стресса – острый и хронический. В первом 
случае мышей охлаждали при 4°С в течение 
4 часов однократно, во втором –  по той же схе-
ме ежедневно на протяжении 7 сут. Антагонист 
опиатных рецепторов налоксона гидрохлорид 
вводили в дозе 0,2 мг/кг подкожно за 20 мин до 
охлаждения и повторно через 3 часа от первого 
введения. Все животные были разбиты на следу-
ющие группы: 1-я – контрольная, 2-я –  стресс 
(острое или хроническое переохлаждение), 
3-я – стресс на фоне налоксона, 4-я – введение 
одного налоксона. Мышей выводили из экспе-
римента непосредственно после охлаждения, 
в модели хронического стресса на 7-е сутки еже-
дневного охлаждения. Декапитацию животных 
осуществляли под эфирным наркозом. Плазму 

крови собирали, замораживали и хранили при 
–20 °C. Клетки перитонеального смыва выделя-
ли по стандартной методике [13].

Оценку продукции активных форм кислорода 
(АФК) перитонеальными макрофагами осущест-
вляли с использованием реакции люминолза-
висимой хемилюминесценции (ЛЗХЛ). Реак-
цию проводили в 96-луночных плоскодонных 
планшетах, каждая лунка содержала 105 клеток 
в 100 мкл раствора Хенкса. В качестве индуктора 
ЛЗХЛ использовали опсонизированный зимозан 
в концентрации 150 мкг/мл. В качестве маркера 
выраженности реакции ЛХЗЛ использовался лю-
минол 10–5 М (Sigma). Регистрация результатов 
проводилась в течение часа с интервалом в 5 мин 
с помощью многофункционального спектрофо-
тометра TECAN (Австрия).

Концентрацию кортикостерона в плазме 
крови определяли иммуноферментным методом 
с использованием тест-систем Enzo (США).

Статистическая обработка результатов про-
ведена с использованием непарного t-критерия 
Стьюдента. Все данные на рисунках представ-
лены в виде средней и её стандартной ошибки 
(M±m).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что под действием как острого, 
так и хронического переохлаждения отмечалось 
значительное увеличение концентрации корти-
костерона в плазме крови экспериментальных 
животных, предварительное введение мышам 
налоксона на уровень кортикостерона в пери-
ферической крови статистически значимого 
влияния не оказывало (Рис. 1).
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Рис. 1. Влияние хронического (А) и острого (Б) холодо-
вого стресса на уровень кортикостерона в крови мышей 
в условиях блокады опиатных рецепторов. Группы жи-
вотных: 1 –  контроль, 2 –  стресс, 3 –  стресс+налоксон, 
4 –налоксон (n=11).
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Установлено, что острый холодовой стресс, 
а также стресс на фоне блокады опиатных рецеп-
торов не влияет на продукцию активных форм 
кислорода в спонтанных культурах перитоне-
альных клеток. В стимулированных зимозаном 
культурах острое переохлаждение оказывало 
угнетающее воздействие на динамику кислород-
ного взрыва на всем протяжении наблюдения. 
На фоне блокады опиатных рецепторов набо-
людалось значимое угнетение продукции АФК 
перитонеальными макрофагами мыши с 20 мин 
наблюдения.

Хронический холодовой стресс не оказывал 
влияния на спонтанную продукцию АФК пе-
ритонеальными макрофагами мыши (Рис. 2). 
В стимулированных зимозаном культурах под 
действием хронического холодового стресса 
происходит усиление продукции АФК с 15 по 
60 минуту исследования. В 3-й группе живот-
ных, при воздействии хронического холода на 
фоне блокады опиатных рецепторов отмечается 
усиление кислородзависимой микробицидно-
сти с 10 по 25 минуту исследования (Рис. 3, 4, 5). 
Таким образом, блокада опиатных рецепторов 
приводила к частичной отмене эффектов хо-
лодового стресса на продукцию АФК макро-
фагами.

Таким образом, можно отметить модули-
рующее действие холодового стресса на функ-
ции перитонеальных макрофагов, которое в за-
висимости от продолжительности воздействия 
может иметь стимулирующую или угнетающую 
направленность. Эндогенная опиоидная си-
стема принимает важное участие в регуляции 
функций макрофагов при переохлаждении.
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Рис. 2. Влияние острого холодового стресса (4°С, 4 часа) 
на спонтанную продукцию АФК перитонеальными ма-
крофагами мыши в условиях блокады опиатных рецеп-
торов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+налоксон; ¨-на-
локсон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).
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Рис. 3. Влияние острого холодового стресса (4°С, 4  часа) 
на зимозан-стимулированную продукцию АФК пери-
тонеальными макрофагами мыши в условиях блокады 
опиатных рецепторов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+ 
налоксон; ¨-налоксон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).

Рис. 4. Влияние хронического холодового стресса на 
спонтанную продукцию АФК перитонеальными ма-
крофагами мыши в условиях блокады опиатных рецеп-
торов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+налоксон; ¨-на-
локсон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).

Рис. 5. Влияние хронического холодового стресса на 
зимозан-стимулированную продукцию АФК перито-
неальными макрофагами мыши в условиях блокады 
опиатных рецепторов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+ 
налоксон; ¨-налоксон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Холодовой стресс модулирует функции им-
мунной системы: под его влиянием отмечено 
увеличение тимуса, активация клеточно-опо-
сре до ван ного иммунитета, повышение мета-
болической активности макрофагов, снижение 
фагоцитоза, усиление продукции АФК и окси-
да азота [3, 13, 14, 15, 16]. Ранее нами было пока-
зано, что короткий холодовой стресс при –20°С 
модулировал окислительную активность пери-
тонеальных макрофагов в зависимости от вре-
мени экспозиции. Холодовой стресс при –20°С 
на протяжении 10 минут приводил к угнетению 
выраженности реакции ЛЗХЛ, тогда как такое 
же охлаждение на протяжении 60 минут при-
водило к стимуляции выраженности реакции 
ЛЗХЛ [11]. В данном исследовании острый хо-
лодовой стресс при 4°С на протяжении 4 часов 
приводил к независимому от налоксона угнете-
нию кислородного взрыва в зи мо зан-сти му ли-
ро ван ных культурах. Хронический же 4 часовой 
стресс, напротив, усиливал данную реакцию.

Различия в направленности действия моделей 
холодового стресса могут быть связаны в первую 
очередь с динамикой гормонального сдвига при 
стрессе, в том числе с активацией эндогенной 
опиоидной системы. Однако, возможно, при 
различных режимах охлаждения изменяется ди-
намическая активность периферических термо-
чувствительных афферентов, что приводит к из-
менению иммунных показателей [17].

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания номер госрегистрации темы: 
01201353248.
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The eff ect of acute and chronic cold stress in the conditions of the blockade of opiate receptors on 
the oxidative activity of mouse peritoneal macrophages was studied. It was established that acute cold 
stress (4°C, 4 hours), regardless of the blockade of opiate receptors, inhibits zymosan-induced oxidative 
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ВВЕДЕНИЕ

Наряду с механизмами естественной им-
мунной защиты, в борьбе с инфекционными 
агентами значимую роль играет использование 
антимикробных соединений, обладающих бак-
териостатическим либо бактерицидным дей-
ствием [1, 2, 3]. В настоящее время продолжа-
ют изучаться различные аспекты устойчивости 
к антисептикам, дезинфицирующим средствам 
и антибиотикам, механизмы которой базируют-
ся, в первую очередь, на уменьшении проницае-
мости клеточной стенки, а также на способности 
к активному выведению вещества из микробной 
клетки. Генетические детерминанты, обуслов-
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ливающие реализацию данных способов укло-
нения, продолжают исследоваться [4]. Сниже-
ние чувствительности к антисептикам может 
быть связано с формированием биопленок, что 
оказалось справедливым, например, для хлор-
гексидина в отношении возбудителей нозоко-
миальных инфекций и цетилпиридиния хлорида 
в отношении возбудителей инфекций верхних 
дыхательных путей. На этих же антисептиках 
коллективом авторов была показана возмож-
ность образования резистентных клонов в усло-
виях давления субингибирующих концентраций 
антимикробных веществ, особенно характерная 
для изолятов синегнойной палочки, золотисто-
го стафилококка и клебсиеллы пневмонии [5]. 
Применение антимикробных препаратов долж-
но базироваться на данных микробиологическо-
го мониторинга с определением особенностей 
микробного пейзажа, отличающегося у паци-
ентов различного профиля [6]. Так, например, 
у пациентов с гной но-не кро ти чес ки ми формами 
синдрома диабетической стопы лидирующим 
возбудителем является золотистый стафило-
кокк [7, 8], инфекционным осложнениям у па-
циентов с опухолями системы крови присуще на-
личие пестротой микробиологической картины, 
с возможным участием как грамположительных, 
так и грамотрицательных возбудителей [9, 10]. 
Таким образом, наличие специфичной для раз-
ных типов инфекционной патологии флоры 
диктует необходимость поиска новых антими-
кробных препаратов с широким спектром дей-
ствия и возможностью их универсального при-
менения.

Комплексные соединения платины проявля-
ют как противоопухолевые, так и антимикроб-
ные свойства. Механизмы подобных эффектов 
до сих пор изучаются. Одним из таких механиз-
мов, например, у цисплатина является связыва-
ние с пуриновыми основаниями, которое при-
водит как к образованию сшивок между двумя 
цепями ДНК, так и к фиксации одной цепи [11]. 
Известны данные об антимикробном действии 
новых биядерных комплексов платины (ΙΙ) 
с тетразолом и 5-ме тил тетра зо лом, сопостави-
мом с цисплатиной, для грамотрицательных 
бактерий, и выше, чем у цисплатины, для грам-
положительных бактерий [12]. В данном иссле-
довании авторы использовали концентрации 
вещества 0,02; 0,01; 0,005 и 0,0025 моль/л. По 
данным зарубежных авторов, комплексы плати-
ны (IV) с S-алкильными производными тиоса-
лициловой кислоты состава [PtCl2(S-R-thiosal)2] 
проявили в эксперименте антибактериальные 

и антибиопленочные свойства. Минимальные 
ингибирующие концентрации варьировали от 
уровня менее 7,81 мкг/мл до 250 мкг/мл –  наи-
большее значение оказалось справедливым 
и для Escherichia coli ATCC25922  [13]. У хлорида 
N-наф ти лен ди аминплатины (II) была зафик-
сирована способность ингибировать рост бак-
терий синегнойной палочки в концентрации 
15 мг/мл [14].

Антимикробной активностью обладают и про-
изводные пиридиния. Так, например, в опыте Ab-
del-Aziz et al. (2005) для ряда 2-ами но пи ри ди нов 
были определены минимальные ингибирующие 
концентрации: против S. aureus – 11,7 мкг/ мл, 
против E. coli –  4,1; 3,2 мкг/мл [15, 17]. 2-(6-Нит-
ро бен зо[d]тиа зол-2-ила ми но)ни ко ти но вая кис-
лота и ее гидразид показали минимальную инги-
бирующую концентрацию, равную 100 мкг/ мл, 
в отношении кишечной палочки, а также выра-
женный антимикробный эффект для S. aureus, 
Streptococcus pyogenes и P. aeruginosa [16, 17].

Целью данного исследования было установ-
ление антимикробного эффекта для водных 
растворов бромида 1-аллил-2-аминопиридиния 
и двух гексахлороплатинатных комплексов с ис-
пользованием в качестве тест-культуры E. coli 
штамма М-17.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бромид 1-аллил-2-аминопиридиния (веще-
ство 1) получен взаимодействием 2-аминопи-
ридина с аллилбромидом в ацетоне в отсутствии 
основания при комнатной температуре с выхо-
дом 85% [18, 19] и представляет собой бесцвет-
ный кристаллический продукт, растворимый 
в воде, с известной структурой (Рис. 1, 2). Пол-
ные таблицы координат атомов, длин связей 
и валентных углов депонированы в Кембридж-
ском банке структурных данных под номером 
CCDC1053362. Работа выполнена при финансо-
вой поддержке Правительства Российской Фе-
дерации (постановление № 211 от 16.03.2013), 
соглашение № 02.A03.21.0011) и в рамках госу-
дарственного задания Министерства образова-
ния и науки России (№ 4.9665.2017/8.9).

N NH2 N NH2

(CH3)2CO
Br

rt, 24
 
h. 85% Br

Рисунок 1. Структура бромида 1-аллил-2-амино пири-
ди ния подтверждена методом рентгеноструктурного 
анализа
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Гексахлороплатинатные комплексы получе-
ны взаимодействием гексахлороплатиноводо-
родной кислоты с хлоридами диэтиламмония 
и трис(оксиметил)метиламмония в ацетонитри-
ле. Вещество 2 ([(C2H5)2NH2]2[PtCl6]) и веще-
ство 3 ([NH3C(CH2OH)3]2[PtCl6]) представляют 
собой оранжевые кристаллы, выход которых со-
ставил 66% и 74% соответственно. Полученные 
комплексы состоят из тетраэдрических катионов 
органиаммония и гексахлороплатинатных окта-
эдрических анионов: 2[R2NH2]Cl + H2[PtСl6] → 
[R2NH2]2[PtCl6] + 2HCl, где R = C2H5, C(CH2OH)3. 

Методом рентгеноструктурного анализа уста-
новлено строение гексахлороплатината диэти-
ламмония (Рис. 3). 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Правительства Российской Федерации (по-
становление № 211 от 16.03.2013, соглашение 
№ 02.A03.21.0011) и в рамках государственно-
го задания Министерства образования и науки 
России (№ 4.6151.2017/8.9).

Для выявления антибактериального эффек-
та использовали растворы веществ 1, 2, 3 в сле-
дующих рабочих концентрациях: C8H11BrN2 – 
0,0625 г/мл; [(C2H5)2NH2]2[PtCl6] –  0,0045 моль/л; 
[NH3C(CH2OH)3]2[PtCl6] –  0,003 моль/л. В каче-
стве тест-куль ту ры была выбрана суточная взвесь 
E. coli штамм М-17 из препарата «Колибактерин» 
в концентрации 108 КОЕ/мл. Для определения 
антимикробной активности тестируемых ве-
ществ в каждую пробирку с 0,9 мл раствора веще-
ства вносили 0,1 мл взвеси бактерий, после чего 
пробирки инкубировали в течение 30 минут при 
37 °C. Затем содержимое пробирок калиброван-
ной бактериальной петлей (0,001 мл) высевали на 
пластинчатую среду Эндо. Чашки инкубировали 
при 37 °C в течение 24 часов, а после проводили 
качественный учет по наличию или отсутствию 
бактериального роста. На контрольную чашку 
производили посев 0,001 мл из пробирки, содер-
жащей 0,1 мл взвеси E. coli в 0,9 мл 0,9% раствора 
хлорида натрия. Опыт был проведен трехкратно 
с последующим статистическим учетом данных 
при помощи точного критерия Фишера (дву-
стороннего) с использованием калькулятора для 
расчета статистических критериев (Ин тер нет-
ре сурс): https://medstatistic.ru/calculators.html.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе проведения серии экспериментов 
были получены следующие результаты: во всех 
контрольных чашках наблюдался рост колоний 
(n=5), в опытах с веществом 1 бактериальный 
рост имел место в 2 чашках из 3, в исследованиях 

Таблица 1. Оценка достоверности полученных результатов

Число единиц 
наблюдения (n)

Наличие 
роста (n)

Отсутствие 
роста (n)

p

Контроль 5 5 0 -

C8H11BrN2 3 2 1 0,37500

[(C2H5)2NH2]2[PtCl6] 3 0 3 0,01786

[NH3C(CH2OH)3]2[PtCl6] 3 1 2 0,10714

Рисунок 2. Молекулярная структура бромида 1-аллил-2-
аминопиридиния в представлении атомов эллипсоида-
ми тепловых колебаний с 50% вероятности по данным 
рентгеноструктурного анализа.

Рисунок 3. Молекулярная структура гексахлороплати-
ната диэтиламмония в представлении атомов эллип-
соидами тепловых колебаний с 50% вероятности по 
данным рентгеноструктурного анализа.
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с веществом 2 рост отсутствовал во всех 3 чаш-
ках, при тестировании вещества 3 рост был отме-
чен в 1 чашке из 3. Оценка значимости различий 
исходов была выполнена с помощью двусторон-
него точного критерия Фишера (Таблица 1).

Таким образом, наличие антимикробного 
эффекта в отношении штамма М-17 E. coli было 
достоверно установлено для тестируемого ве-
щества 2 ([(C2H5)2NH2]2[PtCl6]), в то время как 
для остальных веществ разница в бактериаль-
ном росте оказалась недостоверной.

ОБСУЖДЕНИЕ

С учетом имеющихся литературных данных, 
в исследовании были использованы концен-
трации водных растворов комплексов плати-
ны и производного пиридиния, приближенные 
к минимальным ингибирующим концентрациям 
подобных веществ, выявленным в исследованиях 
других авторов, обозначенных выше [10, 15, 16]. 
Обнаружение достоверного антимикробно-
го эффекта в отношении штамма М-17 E. coli 
для вещества [(C2H5)2NH2]2[PtCl6] и недосто-
верных результатов с веществами C8H11BrN2 
и [NH3C(CH2OH)3]2[PtCl6] требует расширения 
исследования с применением штаммов кли-
нически значимых микроорганизмов, а также 
увеличением количества рассматриваемых раз-
ведений препаратов с целью установления ми-
нимальной ингибирующей концентрации каж-
дого и повышения достоверности результатов.

ВЫВОДЫ

Для вещества [(C2H5)2NH2]2[PtCl6] в концен-
трации 0,0045 моль/л было установлено на-
личие антибактериального эффекта в опытах 
с штаммом M-17 Escherichia coli.
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At present, the resistance to antibacterial substances being formed in microorganisms opens up new 
areas of search for alternative compounds with similar properties. In scientifi c research in recent years, 
the antimicrobial properties of platinum compounds and pyridinium derivatives have been actively stud-
ied. The purpose of this study was to study eff ect against Escherichia coli of aqueous solutions of 1-allyl-2-
aminopyridinium bromide and two hexachloroplatinate complexes in three experiments. As a result of 
the carried out research, a reliable antibacterial eff ect of one of the platinum compounds was revealed in 
relation to Escherichia coli.
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